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Zur Biochemie der Verknéicherung, III! 


Mineralgehalt, Grundsubstanzzusammensetzung 
und Enzymaktivitaten im Callusgewebe 
und in rachitischen Knochen von Ratten 


Von 
H.-J. Dulee 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Dir’ «or: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Marz 1960) 


Wir haben bei Rindern nachgewiesen!, daB die physiologische Ver- 
knécherung mit einer Abnahme des Chondroitinschwefelsiure-Gehaltes 
und einer Entquellung der Grundsubstanz sowie einer Phosphatanreiche- 
rung und einer Aktivititszunahme phosphatiibertragender Fermente be- 
ginnt und unter weiterer Ausbildung dieser Merkmale verliiuft. Uns 
interessierte nun, ob vielleicht auch bei Verknécherungsstérungen, wie 
sie durch experimentelle Rachitis und Frakturen hervorgerufen werden 
k6énnen, Mineralgehalt und Enzymaktivitiiten einerseits und Chondroitin- 
schwefelsiure-Gehalt andererseits im umgekehrt proportionalen Ver- 
hiltnis zueinander stehen. 

Die experimentelle Rattenrachitis — eine diitisch erzeugte Phos- 
phatmangelerkrankung — ist, wie die Siuglingsrachitis, hauptsichlich 
in den Epiphysen lokalisiert?. Es wird Grundsubstanz gebildet, die nicht 
verknéchern kann. Die Tiere wachsen nicht mehr. 

Die Frakturheilung verliuft bei normalen Ratten wie bei anderen 
Siugern. Es bildet sich um die Frakturstelle eine bindegewebige Callus- 
manschette, die nach und nach verknéchert und resorbiert wird. Von 
Schiitte® wird die Callusbildung als ein Vorgang angesehen, der nur 
schneller als die physiologische Verknécherung abliuft, sich aber von ihr 
histologisch und chemisch nicht unterscheidet. 

Wir verglichen 29 sechs bis sieben Wochen alte rachitische Ratten 
und 16 sechs bis sieben Wochen alte Ratten mit 14 Tage alten Frakturen 
mit 20 gleichaltrigen, gesunden Ratten. Da die rachitischen Ratten im 
Gewicht 3 Wochen alten Ratten entsprachen, nahmen wir noch eine 
Gruppe von 24 drei Wochen alten Ratten als Kontrolle hinzu. 


1 T. u. II. Mitteil.: H.-J. Dulce, diese Z. 319, 257, 272 [1960]. 

2 P.G. Shipley, B. Kramer u. J. Howland, Biochem. J. 20, 379 [1926]. 
3 F. Holtz u. E.Schiitte, in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, 
Physiol. Chemie, Bd. II/la, 8. 700ff., Verlag J. Springer, Heidelberg 1954. 
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Methodik 


Die experimentelle Rachitis erzeugten wir mit folgender Diat, die wir vom 
23. Tag ab 3 Wochen im verdunkelten Kafig gaben?: 


3,00°,, Calcit.mearbonat 


1,00°,, Kochsalz 0,55°(, Magnesiumsulfat - 7 H,O 
15,00°,, Weizenkleber 0,17°, Eisencitrat -6H,O 
14,50°,, Gelatine 0,03°,, Mangansulfat - 4H,O 
30,00°,, Glucose 0,01°,, Zinkchlorid 
35,00°,, Maismehl 0,74°,, Kaliumchlorid. 


Die Rachitis wurde bei allen Ratten durch Réntgenaufnahmen in der 7. Le- 
benswoche gesichert. Die Tiere waren waihrend der dreiwéchigen Mangeldiaét nur 
noch geringfiigig gewachsen. [hr Gewicht betrug etwa 50 g. 

Die Knochenbriiche wurden am Ende der 5. Lebenswoche bei normalen Tieren 
in Narkose in der Tibia gesetzt. In der 7. Woche hatte sich ein dicker Callus gebildet. 
Von diesen Tieren, die etwa 120 g wogen, verwendeten v ir nur die Epiphysen und 
Diaphysen der Tibien, die den Callus enthielten. 

Die 6 Wochen alten Ratten in der Kontrollgruppe wogen im Durchschnitt 
120 g, die 3 Wochen alten Kontrollratten im Durchschnitt 50g. Zwischen der 
Organentnahme beim frisch getéteten Tier und der folgenden Gefriertrocknung 
vergingen im Durchschnitt 3 bis 4 Stdn. 

Die Tiere wurden bereits in der Kiihlkammer durch Genickschlag getétet; 
anschlieBend praparierten wir Tibia- und Femurknochen, bei den Ratten mit 
Frakturen nur die frakturierten Tibiaknochen, muskel- und sehnenfrei. Dann 
trennten wir die proximalen und distalen Epiphysen kurz diaphysenwarts der 
enchondralen Verknécherungszone ab. Die Epi- und Diaphysen jeder Tiergruppe 
wurden gesammelt und gemeinsam, in jeweils zwei Fraktionen, gefriergetrocknet, 
um den Wassergehalt zu bestimmen. Nach Homozenisieren im Morser wurde in der 
Trockensubstanz zunichst Fett- und Aschegehalt bestimmt und die organische 
Grundsubstanz (asche- und fettfreie Trockensubstanz = AFTS) und ihre Quellung 
(Wassergehalt/organ. Grundsubstanzgehalt) errechnet, um Bezugssysteme fiir die 
folgenden Untersuchungen der Mineral- und Grundsubstanz und der Enzym- 
aktivitaten zu erhalten. 

Beziiglich der einzelnen Bestimmungsmethoden und der Fehlerrechnung ver- 
weisen wir auf die I. und II. Mitteilung!. 


Ergebnisse 


Bei der experimentellen Rachitis nimmt gegeniiber gesunden gleich- 
altrigen Ratten in Epi- und Diaphysen der Aschegehalt ab und gleich- 
zeitig die Quellung der Grundsubstanz zu (Tab. 1 u. 2). Der auf Trocken- 
gewicht bezogene Grundsubstanzgehalt steigt an. Der Wasser-, 
Asche- und Grundsubstanzgehalt und die Grundsubstanzquellung ent- 
sprechen etwa den Werten in Epi- und Diaphysen von 3 Wochen alten 
gesunden Ratten, deren Knochenentwicklung noch weniger fortge- 
schritten ist. Man kann deshalb vermuten, daB bei der experimentellen 
Rachitis, die von der 3. Woche ab erzeugt wird‘, parallel mit dem Minder- 
wuchs, der dem Alter von 3 Wochen entspricht, auch die Knochenent- 
wicklung auf dieser Altersstufe stehen bleibt. 


4k. Koch u. H. Hasse, Arzneimittel-Forsch. 4, 437 [1954]. 
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Tab. 1. Wasser-, Fett- und Aschegehalt. 
Es sind Mittelwerte mit ihren absoluten mittleren Fehlern angegeben. 
; — 6—7 Wochen alt | 6@—7 Wochen : 
3 Wochen alt 6—7 Wochen alt |?‘ Wor hen alt | 6—7 po hen alt 
ty 9 50 g 120 g 
50 g 120 g Ae ® 
rachitisch Frakturen 
Wassergehalt in °%, Frischgewicht 
Epiphyse 68,2+0,5 57,3+1,3 70,9+0,9 64,6+-1,1 
Diaphyse 53,4-+-1,6 46,3+-2,2 58,4-+-1,3 65,8+-1,2 
Fettgehalt in % Trockensubstanz 
Epiphyse 7,0+0.6 8,1+0.7 2,9+0,2 6,.8+-0.5 
Diaphyse 13,7+1,0 6,7+0,9 8,2+0,9 5,5+0,8 
Aschegehalt in % Trockensubstanz 
Epiphyse 19,3+2,0 35,0+-2,7 | 10,6+1,0 | 28,2+-1,5 
Diaphyse 31,1+2,3 43,3+1,8 33,0+-2,1 | 35,6+3,3 
Tab. 2. Prozentualer Gehalt an organischer Grundsubstanz 
(Gr. = asche- und fettfreie Trockensubstanz), bezogen auf Frischgewicht (F.G.) 
bzw. Trockensubstanz (T.S.); Q@ = Quotient Wassergehalt/organ. Grundsubstanz 
im frischen Organ. Es sind Mittelwerte mit ihren absoluten fortgeleiteten Fehlern 
angegeben. 
Peis 5 6—-7 Wochen alt | 6—7 Wochen ¢ 
3 Wochen alt 6 Wochenalt |” ‘ N oem " ut | 6—7 se hen all 
Rachitis Frakturen 
Epiphysen 
Gr./F.G. 23,5+0,8 24,2+-1,4 25,2+0,8 23,0 +-0.9 
Gr./T.S. 73,7+2,1 56,9+2.8 86,5-+1,0 65.0 1.6 
Q 2,9+90,1 2,4+0,1 2,8+0,1 2.8-+4-0.1 
Diaphysen 
Gr./F.G. 25,7+1,5 26,8+1,5 24,5+1,2 20,1 +-1,4 
Gr. /L5, 55,2+2,5 50,0+2,.0 58,8+2.3 58.9+-3,4 
Q 2,1+0,1 1,7+0,1 2.4+0,1 3,3+0,2 














Im Callusgewebe der Frakturen, die in den Diaphysen normaler 
Ratten gesetzt wurden, findet man, gegeniiber gesunden, gleichaltrigen 
Diaphysen, eine Abnahme des Aschegehaltes und eine erhebliche Zu- 
nahme der Quellung der Grundsubstanz. Ahnliche, weniger ausgepriigte 
Verinderungen treten auch in den von der Fraktur aiuBerlich unberiihrten 
benachbarten Epiphysen auf. Das deutet darauf hin, daB an der Fraktur- 
heilung nicht nur die unmittelbare Umgebung des Callus, sondern auch 
die Epiphyse beteiligt ist. 

Wir sehen bei der Rachitis und bei der Callusbildung, ihnlich wie 
bei der physiologischen Verknécherung, da mit einer unvollstindigen 
Verknécherung eine erhéhte Quellung der Grundsubstanz einhergeht. 

]* 
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Die in der Trockensubstanz gemessenen Calcium-, Phosphor- und 
Citratwerte rechneten wir in ° fettfreier Trockensubstanz um. AuBerdem 
bildeten wir das Gewichtsverhiltnis Ca/anorgan.P, das etwas iiber die Ahn- 
lichkeit des Knochenminerals mit Hydroxylapatit (Ca/P = 2,14) aussagt. 

Rachitische Epi- und Diaphysen haben einen geringeren Gehalt an 
Calcium, anorganischem Phosphor und Gesamtphosphor als normale 
Epi- und Diaphysen, der Ca/anorgan. P-Quotient bleibt aber unver- 
iindert (Tab. 3). Der stabile organische Phosphor, die Differenz zwischen 

xesamt-Phosphor und anorganischem Phosphor, nimmt in Epiphysen 
von 1,29% bei gesunden auf 0,24°% bei rachitischen Ratten ab. Dieser 
Abfall des organischen Phosphors ist wahrscheinlich ein Zeichen des be- 
hinderten Phosphatstoffwechsels in rachitischen Epiphysen. Der Citrat- 
Gehalt nimmt in Epiphysen von 0,48% bei gesunden auf 0,07% bei 
rachitischen Ratten und in Diaphysen von 0,47% auf 0,20% ab. Es wird 
der Citrat- und Phosphatgehalt 3 Wochen alter gesunder Epiphysen noch 
unterschritten. Der Citratgehalt sinkt stiirker ab als der Gehalt an 
Calcium und anorganischem Phosphor. Dieser Befund zeigt, da8 Citrat 
im Knochen nicht nur adsorbiert ist, sondern auch gebildet werden muB 
und diese Citratbildung bei der experimentellen Rachitis gestért ist, 
denn nach Bellin und Steenbock® ist bei der experimentellen Ratten- 


Tab. 3. Calcium-, Phosphor- und Citratanalysen. 
Angaben in °, der fettfreien Trockensubstanz mit dem absoluten fortgeleiteten 

















Fehler. 
3 Wochen alt | 6—7 Wochen alt — an ad ia hs -regzaiae 

50 ¢ 120 ¢ 50 g 120g 

sill oe Rachitis Frakturen 
Calcium 
Epiphyse 6,7 -+0,4 16,3+1,1 5,0+0,6 11,8+0,5 
Diaphyse 15,4-+.0,4 20,2+2,7 17,3-+-0,9 12,9+2,1 
Anorganischer Phosphor 
Epiphyse 3,50+ 0,32 | 5,65-+0,33 1,77+0,21 6,00-+-0,43 
Diaphyse 7,00+0,64 | 9,00+0,21 5,67 +0,44 4,50+0,36 
Gesamt- Phosphor 
Epiphyse 4,49+-0,32 6,94+0,60 2,01+0,21 6,74+0,59 
Diaphyse 8,05 -+0,58 10,30 +0,64 7,06 +0,44 7,50-+0,85 
Citrat 
Epiphyse 0,29 -+-0,02 0,48 -+-0,04 0,07 -+0,01 0,29 -+0,03 
Diaphyse 0,49 -+0,06 0,47 +0,05 0,20-+0,03 0,47 +0,05 
Gewichtsverhaltnis Calcium/anorgan. Phosphor 
Epiphyse 1,9+0,2 2,9+0,3 2,9+0,5 2,0-+0,2 
Diaphyse 2,2+0,2 2,2+0,3 3,1+0,3 2,9+0,5 








6 §. A. Bellin u. H. Steenbock, J. biol. Chemistry 194, 311 [1952]. 
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rachitis das Citrat in der extrazelluléren Fliissigkeit nicht vermindert. 
In den rachitischen Epiphysen ist gegeniiber normalen Epiphysen Citrat 
im gleichen MaBe wie organisches Phosphat abgesunken. Aktiven Anteil 
hat aber das Citrat an der Verknécherung wahrscheinlich nicht, weil 
rachitische Epiphysen von Ratten auch ohne ,,Citrogenase‘* wieder ver- 
kalken®. 

In den callushaltigen Diaphysen ist, gegeniiber normalen Diaphysen, 
der Calciumgehalt von 20,2 auf 12,9°%, der Gesamt-Phosphorgehalt von 
10,3 auf 7,5°% und der anorganische Phosphorgehalt von 9,0 auf 4,5°%%, 
entsprechend dem geringeren Aschegehalt, herabgesetzt. Wir finden 
aber im Callusgewebe mehr stabilen, organischen Phosphor (3,00°,) als 
in normalen Rattendiaphysen (1,30). Da im Callus der Citratgehalt 
ebenso hoch wie in normalen Diaphysen, der Apatitgehalt dagegen ge- 
ringer ist und die lokale Adsorption von Citrat an Apatit nicht gréBer 
geworden sein kann, ohne daB sich die extrazellulire Citratkonzentration 
geindert hat, muB lokal mehr Citrat gebildet worden sein. 

In den unverletzten, der Fraktur benachbarten Epiphysen beob- 
achteten wir nur eine geringe Calciumabnahme, die mit einer Ca/P-Ab- 
nahme einhergeht. Der Phosphorgehalt bleibt unverindert, der Citrat- 
gehalt ist etwas abgesunken. 

Im Gegensatz zur pathologischen Verknécherungsstérung, der Ra- 
chitis, scheint bei der physiologischen Knochenregeneration, der Callus- 
bildung, der Citrat- und Phosphatstoffwechsel aktiver als im normalen 
Knochen zu sein. 

Um die Mucopolysaccharid-Zusammensetzung der Grundsubstanz 
zu erfassen, bestimmten wir den Hexosamin-, Sulfat- und Uronsiure- 
gehalt, um ein Ma fiir den Proteingehalt der Grundsubstanz zu ge- 
winnen, den Stickstoffgehalt in der Trockensubstanz. Die Analysenwerte 
rechneten wir auf asche- und fettfreie Trockensubstanz (AFTS), die der 
organischen Grundsubstanz nahekommt, um. Die Summe von Hexos- 
amin-, Sulfat- und Uronsiuregehalt sahen wir niherungsweise als Ge- 
samtgehalt an sauren Mucopolysacchariden an. 

Wie Tab. 4 zeigt, hat die organische Grundsubstanz der rachitischen 
Epiphysen einen héheren Uronsiuregehalt (1,24°,) als die der gesunden 
Epiphysen (0,51%). Der Stickstoff-, Sulfat- und Hexosamingehalt und 
der N/S-Quotient sind nicht signifikant verandert, also auch nicht der 
xesamtgehalt an sauren Mucopolysacchariden. Daraus kann man 
ableiten, daB uronsiurehaltige saure Mucopolysaccharide wie Chon- 
droitinschwefelsiiure weniger abgenommen, und uronsiiurefreie, sulfat- 
haltige saure Mucopolysaccharide, wie Keratosulfat weniger zugenommen 
haben als im normalen Knochen. Ein Uberwiegen der uronsiurehaltigen 
iiber die uronsiurefreien sauren Mucopolysaccharide haben wir auch bei 
Epiphysen 3 Wochen alter Ratten, die noch nicht so gut wie 6 Wochen 


6 C. B. Heimer, H. Maslow, A. E. Sobel u. D.M.Grayzel, Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 87, 13 [1954]. 
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alte verknéchert sind. Man kénnte deshalb annehmen, daB bei der ex- 
perimentellen Rattenrachitis die Chondroitinschwefelsiure in der Grund- 
substanz der Epiphysen nicht wie bei gesunden Ratten abgebaut wird 
und die Epiphysen infolgedessen schlechter verknéchern. 

Tab. 4. Stickstoff-, Hexosamin-, Sulfat- und Uronsiureanalysen. 


Angaben in °,, der asche- und fettfreien Trockensubstanz. 
Ks sind Mittelwerte mit ihrem absoluten fortgeleiteten Fehler angegeben. 
























































3 Wochen alt | 6—7 Wochen alt | °—‘ Woon ob e—7 Wi ochen alt 
50 ¢ 120 ¢ 50 g 120g 

% ilies Rachitis Frakturen 
Gesamt-Stickstoff 
Epiphyse 12,1+0,5 14,0+-0,2 13,8-+0,1 15,2-+0,6 
Diaphyse 12,5+0,7 12,4+0,2 15,8-+0,3 13,1+0,9 
Hexosamin 
Epiphyse 2,20+0,18 2,74+0,23 2,65-+0,22 0,78 +.0,05 
Diaphyse 0,66 +0,05 0,97 -+0,10 0,77 +0,09 1,92+0,17 
Sulfat 
epiphyse 0,70-+0,04 0,67 +0,04 0,73 +0,02 0,38 +0,05 
Diaphyse 0,28 +.0,04 0,32-+0,04 0,23 -+0,03 0,63 +0,07 
Uronsaure 
Epiphyse 1,4¢+0,12 0,51 -+0,07 1,24-+0,11 0,89 -+0,11 
Diaphyse 0,22-+0,04 0,18-++0,04 “= 1,10+0,08 
N/S-Quotienten 
Epiphyse 67,2+4,8 62,7+3,9 56,7+1,6 117,5+16,1 
Diaphyse 134,0+ 20,5 113,0+14,3 206,0-+27,0 62,2+8,1 








In rachitischen Diaphysen nimmt der Stickstoffgehalt auf 15,8% 
zu, der Uronsiuregehalt und der Gesamtgehalt an sauren Mucopoly- 
sacchariden ab, wiihrend Hexosamin- und Sulfatgehalt unverindert 
bleiben. Durch die Stickstoffzunahme bedingt, steigt der N/S-Quotient 
auf 206 gegeniiber 113 bei normalen Diaphysen an. Der hohere Stickstoff- 
gehalt der Diaphysen kann durch Abnahme der sauren Mucopolysac- 
charide erklairt werden. In rachitischen Diaphysen scheint ein Chondroi- 
tinschwefelsiiure-Abbau méglich zu sein; vielleicht ist deshalb deren 
Mineralisation fast so gut wie die von gesunden Diaphysen. 

In callushaltigen Diaphysen gesunder Tiere findet man, verglichen 
mit normalen, 6 Wochen alten Diaphysen einen héheren Hexosamingehalt 
von 19,2%, einen héheren Sulfatgehalt von 0,63°% und einen héheren 
Uronsiuregehalt von 1,10°,. Der N/S-Quotient ist etwa um die Halfte 
abgesunken. Daraus geht hervor, dafs die uronsiure- und sulfathaltigen, 
sauren Mucopolysaccharide, wahrscheinlich Chondroitinschwefelsaure, 
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im Callusgewebe stark vermehrt sind. Die organische Grundsubstanz des 
Callus ist hinsichtlich der Zusammensetzung ihrer Mucopolysaccharide 
mit der Grundsubstanz friiher Verknécherungsstadien vergleichbar. 

In den unverletzten Epiphysen, die schlechter als normale minerali- 
siert sind, nehmen die uronsiiurehaltigen sauren Mucopolysaccharide 
ebenfalls zu, die uronsiiurefreien sauren Mucopolysacharide aber im Ver- 
gleich zu normalen Epiphysen so stark ab, daB eine Verminderung der 
gesamten, sauren Mucopolysaccharide resultiert. Der Stickstoffgehalt 
und der N/S-Quotient erhéhen sich gegeniiber gesunden Epiphysen an- 
scheinend auf Grund der Mucopolysaccharidabnahme. 

Die Enzymaktivititen bestimmten wir in der Trockensubstanz 
und rechneten auf y/Stde./100 mg AFTS um. 

In rachitischen Epiphysen sind die Aktivitiiten der enzymatischen 
Hexosaminbildung, der alkalischen Phosphatase, der Adenosintriphos- 
phatase, der Pyrophosphatase und der Phosphorylase alle um etwa 50% 
gegenitiber normalen gleichaltrigen Epiphysen herabgesetzt (Tab. 5). 
Die Werte sind noch niedriger als die von gesunden 3 Wochen alten 
Epiphysen. In rachitischen Diaphysen sind dagegen, bis auf die Pyro- 
phosphatase-Aktivitiit, die aktiver geworden ist, alle Enzymaktivititen 


Tab. 5. Enzymaktivitaten in den Knochen normaler und rachitischer Ratten, 

sowie im Callusgewebe. Angaben in y P bzw. » Hexosamin/Stde./100 mg AFTS 

(= asche- und fettfreie Trockensubstanz). Es sind Mittelwerte mit den fortge- 
leiteten, absoluten Fehlern angegeben. 








3 Wochen alt 
50 g 


6—7 Wochen alt 
120 g 


6—7 Wochen alt 
50 g 


Rachitis 


6—7 Wochen alt 
120 g 
Frakturen 





Alkalische Phosphatase 


Epiphyse 


Diaphyse 


2640+-312 





1710+223 


Adenosintriphosphatase 


Epiphyse 


Diaphyse 1151+138 
Pyrophosphatase 

Epiphyse 5710-+555 

Diaphyse 1960-+309 
Phosphorylase 

Epiphyse 496 +56 

Diaphyse 378+33 
Enzymatische Hexosaminbildung 
Epiphyse 10,1+1,3 

Diaphyse 9,9+-1,6 


1680-194 














2010+ 228 


1600+ 147 
1520+198 


2460+ 292 





| 6530-752 
430-454 
454480 


12,7+1,9 


12,4+-1,8 





2165 +247 


2240+-251 


685-59 


1175+126 


2700+307 


3485-4302 


288-441 


569-85 


6,8+-1.4 
8,9+1,7 








2650+ 282 


1925 -+-182 


1410-178 


1390+ 158 


7200-805 
4080+ 381 


964-+.73 


447 +63 
12,5+-1,5 
12,5+2,2 
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unverindert. Daraus geht hervor, daB sich die rachitische Stoffwechsel- 
stérung hauptsichlich in den Epiphysen abspielt. DaB die Aktivitiiten 
der phosphatiibertragenden Enzyme parallel mit der Mineralisation ab- 
genommen haben, spricht wiederum fiir einen Zusammenhang zwischen 
phosphatiibertragenden Enzymen und Phosphatanreicherung. Obwohl 
der Hexosamingehalt in rachitischen Epiphysen ebenso hoch wie in nor- 
malen ist, hat sich die Aktivitit der enzymatischen Hexosaminbildung 
von 12,7 auf 6,8 y/Stde./100 mg AFTS verringert. Daraus geht hervor, 
daB wir mit der enzymatischen Hexosaminbildung nicht die eigentliche 
Mucopolysaccharidbildung erfassen. DaB in Epiphysen von rachitischen 
Ratten die Phosphorylase-Aktivitit herabgesetzt ‘ist, wiirde sich mit 
den Untersuchungen anderer Autoren’ vereinbaren lassen, die im Blut 
von Rachitiskranken die Phosphorylierung von Glucose, Kreatin und 
Glykogen herabgesetzt fanden. 

In callushaltigen Diaphysen sind die Aktivitiiten der untersuchten 
Enzyme, mit Ausnahme der Pyrophosphatase, nicht héher als in nor- 
malen Diaphysen. In den angrenzenden Epiphysen hat nur die Phospho- 
rylaseaktivitiit zugenommen. Callusgewebe, das ja in vivo besser minerali- 
siert als rachitische Epiphysen, produziert also hinreichend phosphat- 
iibertragende Enzyme. Die sauren, uronsiurehaltigen Mucopclysaccha- 
ride haben sich ohne Aktivitiitszunahme der enzymatischen Hexosamin- 
bildung vermehrt. 


Diskussion 


Die Befunde bei Verknécherungsstérungen stiitzen unsere An- 
schauung, daf Chondroitinschwefelsiure-Abbau und Phosphatkon- 
zentrierung durch phosphatiibertragende Enzyme zur Verknécherung 
fiihren?. 

Bei der experimentellen Rachitis und bei der Callusbildung finden 
wir ebenso wie im Verlauf der physiologischen Verknécherung bei 
Rinderfoeten, da héherer Chondroitinschwefelsiure-Gehalt mit ge- 
ringerer Mineralisation einhergeht. Die experimentelle Rachitis, eine 
pathologische Verknécherungsstérung, geht mit einer Aktivitaitsabnahme 
phosphatiibertragender Enzyme und einer auffalligen Verminderung des 
organischen Phosphorgehaltes in Epiphysen einher, wihrend wir im 
Callusgewebe, das eine kontinuierliche Knochenregeneration darstellt, 
intakte Aktivititen phosphatiibertragender Enzyme und eine Zunahme 
des organischen Phosphorgehaltes beobachten. Der Phosphor- und Ge- 
samtmineralgehalt bei rachitischen Knochen wie beim Callusgewebe 
hingen also anscheinend ebenso wie beim physiologisch verknéchernden 
Knorpel von der Aktivitiit phosphatiibertragender Enzyme ab. Offenbar 
kann die chondroitinschwefelsiure-haltige Grundsubstanz in rachitischen 

7 E. Freudenberg u. A. Welcker, Z. Kinderheilkunde 41, 466 [1926]; 
J. Brock u. A. Welcker, ebenda 43, 193 [1927]; H. Hentschel, Mschr. Kinder- 
heilkunde 38, 67 [1928]; W. Rupp, Helv. paediatr. Acta 10, 111 [1955]. 
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Epiphysen nicht abgebaut und nicht mineralisiert werden. Im Callus- 
gewebe findet dagegen ein Abbau von anfangs gebildeter Chondroitin- 
schwefelsiiure, dem die Mineralisation mit Hilfe aktiver phosphatiiber- 
tragender Enzyme folgt, statt. Wir haben ein Zwischenstadium, in dem 
noch eine Chondroitinschwefelsiure-Anreicherung und keine voll- 
stiindige Mineralisation besteht, untersucht. 


Mit histochemischen Methoden glaubte man bei Ratten im Callus- 
gewebe und in rachitischen Epiphysen eine hodhere alkalische Phos- 
phatase-Aktivitéit als in gesunden Epi- und Diaphysen gefunden zu 
haben’. Histochemisch lassen sich aber in Geweben Fermente und 
andere Verbindungen quantitativ nur bedingt nachweisen. 

Die Erhéhung der alkalischen Serumphosphatase bei der floriden 
Siuglingsrachitis®, bei der Ostitis fibrosa generalisata und Ostitis defor- 
mans!° ist als Argument dafiir verwendet worden!!, daB die alkalische 
Phosphatase nicht mit der Mineralisation zusammenhiingt, weil bei 
diesen Knochenerkrankungen organische Grundsubstanz weiter entsteht, 
aber nicht verknéchert. Andererseits spricht das Ausbleiben der Ver- 
knécherung bei unverinderter Grundsubstanzbildung bei der Hypo- 
phosphatasie!* fiir ein Mitwirken der alkalischen Phosphatase bei der 
Mineralisation. Diese Widerspriiche kénnen zur Zeit noch nicht geklart 
werden. 

Auf Grund unserer Beobachtungen erscheint es fraglich, ob rachi- 
tische Epiphysen, deren Enzymaktivitiiten wesentlich unter den nor- 
malen Werten liegen, als Substrate fiir in-vitro-Mineralisationen zweck- 
miBig sind und ob Mineralisationsversuche an rachitischen Knorpel- 
schnitten Schliisse auf normale Verknécherung zulassen. 


Zusammenfassung 


In rachitischen Epiphysen und in callushaltigen Diaphysen von 
Ratten ist der Mineralgehalt geringer und der Gehalt an sauren, uron- 
siurehaltigen Mucopolysacchariden gr6éBer als in normalen Epiphysen 
bzw. Diaphysen. Bei der experimentellen Rachitis sind die Aktivititen 
der phosphatiibertragenden Enzyme und der organische Phosphorgehalt 
in den Epiphysen geringer. Im mineralisierenden Callusgewebe haben da- 
gegen die phosphatiibertragenden Enzyme hohe Aktivitaét und der or- 
ganische Phosphorgehalt ist gréBer als in normalen Diaphysen. 

8 G.H. Bourne, The Bioche nistry and Physiology of Bone, S. 251 ff., 
Acad. Press Inc. Publ., New York 1956. 

® EK. Freudenberg, Ann. paediatrici [Basel] 182, 85 [19541. 

10H. D. Kay, Physiol. Rev. 12, 384 [1932]. 

11 E. Schiitte, Stoffwechsel des Knochengewebes, 7. Colloquium der Dtsch. 
Ges. f. Physiol. Chemie, Verlag J. Springer, Heidelberg 1956. 

' 12 KE. H. Sobel, L. C. Clark, R. P. Fox u. M. Robinow, Pediatria [Napoli] 
11, 309 [1953]; J.C. Rathburn, Amer. J. Diseases Children 75, 822 [1948]. 








10 Zur Biochemie der Verknécherung, III Bd. 320 (1960) 


Diese Befunde sind ein weiterer Hinweis dafiir, daB phosphatiiber- 
tragende Enzyme mit der Mineralisation verbunden sind, und da 
Chondroitinschwefelsiure-Abbau einer Verknécherung vorausgeht. 


Summary 


The mineral content of rachitic epiphyses and callus-containing 
diaphyses of rats is lower, and the content of acidic, uronic acid-con- 
taining mucopolysaccharides higher than in the corresponding normal 
epiphyses and diaphyses. The activities of the transphosphorylases and 
the organic phosphate content of the epiphyses are lowered in experi- 
mental rickets. In mineralised callus tissue, however, the transphosphory- 
lases have a greater activity and the organic phosphate content is higher 
than in normal diaphyses. 

These findings are a further indication that the transphosphorylases 
are closely linked to the process of mineralisation, and that the break- 
down of chondroitin sulphate precedes ossification. 


Priv.-Doz. Dr. H.-J. Dulce, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien 
Universitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Verhalten der hKieselsdure 
im menschlichen Blut und Harn 
Von 
Helmut Baumann 
Aus der Chemischen Abteilung des Silikose-Forschung:sinstituts 
der Lergbau-Berufsgenossenschaft, Bochum 


(Ler Schriftleitung zugezganzen am 15. Mirz 1960) 


Nachdem es uns kiirzlich gelang, eine Methode zur Bestimmung 
der Kieselsiiure in biologischem Material zu entwickeln!, ist es nun auch 
moglich, die Frage nach dem Schicksal der Kieselsiiure im menschlichen 
Organismus anzugehen. Es ist bekannt, daB die Literaturangaben iiber 
den Kieselsiiuregehalt des menschlichen Blutes auBerordentlich stark 
schwanken (vgl. 1. ¢.1, Tab. 1). Diese Schwankungen sind, wie wir zeigen 
konnten, wahrscheinlich auf die Schwierigkeiten bei der Festlegung des 
Blindwertes zuriickzufiihren, der sich nicht nur aus den Reagenzien- 
blindwerten zusammensetzt, sondern auch noch Verunreinigungen aus 
anderen Quellen, vor allen Dingen aus der Luft, einschlieBt. Lediglich 
bei den von Weil? angegebenen spektroskopischen Daten kann diese 
Fehlerquelle ausgeschlossen werden, da das Blut hierbei ohne irgend- 
eine Vorbehandlung direkt auf der Spektralkohle eingetrocknet und ana- 
lysiert wurde. Tatsiichlich konnte Weil so keine Kieselsiiure nachweisen 
(Nachweisbarkeitsgrenze ~ 0,5 y SiO,/em*), was spiter auch von 
Wyckoff* bestatigt wurde. Es war demnach damit zu rechnen, daB der 
Kieselsiiuregehalt des menschlichen Blutes noch niedriger lag als der von 
uns fiir Rinderblut! gemessene Wert (2,2 y SiO,/cm®). Trifft dies zu, so 
miissen alle bisher veréffentlichten Daten iiber das Schicksal der Kiesel- 
siure im Organismus mit Skepsis betrachtet werden, da bei diesen Ar- 
beiten die Blutkieselsiiurewerte wesentlich héher lagen. 


King, Stantial und Dolan‘ konnten durch Belastungsversuche 
am Hund und Worth und Campen*® am Menschen zeigen, da8 die 
Kieselsiure schnell iiber die Niere ausgeschieden wird, wobei d*» Harn- 
konzentration auBerordentlich anstieg und Werte bis zu 800 y SiO,/em* 
erreichte. Diese Harnwerte sind sicherlich richtig, da bei derart hohen 


1 H. Baumann, diese Z. 319, 38 [1960]. 
2 H. Weil, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 188, 377 
{1938}. 


x. Worth u. G. Campen, diese Z. 288, 155 [1951]. 
x. Worth, Klin. Wschr. 30, 82 [1952]. 
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Konzentrationen die Fehler der Blindwertsbestimmung kaum ins Ge- 
wicht fallen. Der Vergleich dieser Werte mit der Blutkonzentration, der 
erst eine Aussage iiber das Reinigungsvermégen der Niere zulibt, ist 
aber nicht méglich, da letztere viel zu hoch lag, so daB z. B. King et al. 
bei ihren Belastungsversuchen! keine signifikante Anderung der Blut- 
werte messen konnten. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Blut- und Harnkonzentration 
nach der neuen Methode sowohl im Normalzustand als auch nach oraler 
Zufuhr von Kieselsiiure bestimmt. 


Methodik 


Das Blut wird der Armvene entnommen, mit 10 Tropfen Heparin pro 20 cm* 
Blut versetzt, 30 Min. zentrifugiert (1500g) und das iiberstehende Blutplasma 
von den Blutkérperchen abgehebert. Zur Analyse gelangen je 3 (in Ausnahmefallen 
auch 2) cm Plasma und je 2 cm* der Blutkérperchen. Fiir jede Bestimmung werden 
mindestens 3 Analysen angesetzt, so daB fiir eine Bestimmung etwa 20 cm® Blut 
benotigt werden. In einigen Fallen, bei denen eine gréBere Blutmenge zur Verfiigung 
stand, wurde die Kieselsiure sowohl nach der AufschluBmethode als auch nach 
Ultrafiltration bestimmt. Analyse, Auswertung und Fehlergrenze (+ 0,3 y SiO,/cm*) 
oo 

Bei der Bestimmung im Harn muB ein geringeres Volumen genommen werden, 
da sonst der zutragliche Phosphatgehalt von maximal 20 wMol pro Analyse iiber- 
schritten wiirde. Zu diesem Zweck wird der Harn je nach den zu erwartenden 
Kieselsiurekonzentrationen verdiinnt und so viel abgemessen, da 0,1 bis 0,4 em* 
des unverdiinnten Harns zur Analyse gelangen. Es ist zweckmaBig, méglichst wenig 
Harn zu nehmen, da zur Zerstérung der reduzierenden Substanzen verhaltnismaBig 
viel KMnO, verbraucht wird, was den Endwert beeintrachtigen kann. Die Kiesel- 
saure im Harn kann sowohl direkt als auch nach Auszug durch Kochen mit Soda 
auf dem Dampfbad (40 Min.) und anschlieBender Neutralisation bestimmt werden, 
wodurch eine Unterscheidung zwischen molybdataktiver und polymerer Kiesel- 
sdure méglich ist’. Analyse usw. s. l. c.!, mit der Ausnahme, da8 hier der AufschluB 
mit seinen vielen Fehlerméglichkeiten wegfallt. Der mivclere Fehler betragt je nach 
angewandter Harnmenge + | bis 5°. 


Ergebnisse 
Normalwerte 

Tab. 1* zeigt einige Normalwerte des menschlichen Blutes. 

Wie ersichtlich, ist der Kieselsiuregehalt tatsiichlich sehr niedrig 
und liegt durchweg unter 1 y SiO,/em*, was ungefiihr den Ergebnissen 
von Weil? und Wyckoff? entspricht. Die Angabe einer mittleren Kon- 
zentration (0,4—0,5 y SiO,/em*) ist nicht empfehlenswert, da man sich 
hier an der Bestimmungsgrenze (0,3 y SiO,/em*) bewegt, und die Schwan- 
kungen schon alleine durch die Analyse hervorgerufen werden kénnen. 
Bei den letzten Werten in Tab. 1 wurde der Kieselsiuregehalt sowohl 
nach AufschluB als auch nach Ultrafiltration bestimmt. Auch hier stim- 


7 H. Baumann, Beitr. Silikoseforsch. Heft 46, 13 [1956]. 

* Wir danken den Arzten unserer Medizinischen Abteilung fiir die Uberlas- 
sung gréBerer Blutmengen und fiir die Blutentnahme bei allen hier besprochenen 
Versuchen. 
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Tab. 1. Kieselsiuregehalt des menschlichen Blutes. 





Kieselsiurekonzentration in y Si0,/cm* 





Vers. Pers. Alter Blutkérperchen Blutplasma nach 
nach AufschluB AufschluB Ultrafiltration 
‘ 1,lo 0,92 a 
1d 39 pas 0.46 7 
- 0,87 0,35 — 
Pie ‘ F 
zs 31 pas 0.57 7 
— , 0,53 0,58 - 
3° 37 ea 0.30 a 
43 60 ss 0,52 vai 
5ga 5B _ 0,71 ~ 
6 gab 65 0,34 0,2: 0,24 
q d ab 62 0,26 0,25 0,20 
8 gb 55 0,24 0,27 
9gb 42 0,44 0,58 0,46 














# Silikosekranke b Krankenhauspatienten 


men beide Werte wie bei der Analyse des Rinderblutes iiberein, so daB 
alle dort daraus gezogenen Folgerungen auch fiir das menschliche Blut 
gelten, niimlich daB die Kieselsiiure in moly bdataktiver Form vorliegt und 
nicht an EiweiB gebunden ist. Lediglich der Absolutwert liegt hier noch 
niedriger, was verstiindlich ist, da Rinder als reine Pflanzenfresser we- 
sentlich meh — ‘eselsiiure mit der Nahrung aufnehmen als Menschen. 

Bei arei der untersuchver Personen handelte es sich um Silikose- 
kranke, deren Kieselsiurewerte sich nicht von dem normaler Personen 
unterscheiden, was auch bereits von friiheren Autoren gefunden wurde*®. 


Die Kieselsiurekonzentration im Harn schwankt normalerweise 
zwischen 10 und 40 y SiO,/cm*. Sie hingt aber derart von den Ernih- 
rungsbedingungen und von der Harnausscheidung ab, daB eine Festle- 
gung auf einen Mittelwert nicht méglich ist. Tab. 2 zeigt den durch Auf- 
schluB bestimmten Gehalt einiger Nahrungsmittel. Da die Kieselsiure 
sehr rasch vom Blut aufgenommen und iiber die Niere ausgeschieden 
wird, sind die Schwankungen im Harn erklirlich. Allerdings gilt das nur 
fiir die leicht diffundierenden molybdataktiven Kieselsiuren. Inwieweit 


Tab. 2. Kieselsiuregehalt einiger Nahrungsmittel. Angaben in y SiO, pro g Feucht- 


gewicht bzw. cm’ Fliissigkeit. 





Kartoffeln, roh 10,1 | TeeaufguB 7.4 
Brétchen, inneres 28,5 KaffeeaufguB 8,2 
Vollmilch 2,1 Mineralwasser 22,5 
Leitungswasser 41 | Bier 131 


8 E.J. King u. T.H. Belt, Physiol. Rev. 18, 329 [1938]; C. Richter, 
Arbeitsschutz 1989 ITT, 143; 1940 III, 87. 
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die in Tab. 2 aufgefiihrten Stoffe soleche Kieselsiiuren enthalten, libt 
sich nur bei den Fliissigkeiten angeben. Sie zeigen bei der Direktbestim- 
mung nach Ultrafiltration die gleiche Konzentration, d. h. es handelt 
sich um molybdataktive Kieselsiiure, die im Bier sogar in ,,gesiittigter* 
Lésung vorliegt. Der Wert fiir Kuhmilch liegt iibrigens in der gleichen 
GréLenordnung wie die Kieselsiiurekonzentration im Rinderblut?. 

Auch im Harn konnte nur molybdataktive Kieselsiiure nachge- 
wiesen werden. Sogar bei den folgenden Belastungsversuchen, bei denen 
Konzentrationen bis zu 700 y SiO,/cem’ erreicht wurden, trat keine Poly- 
merisation ein. Nur dann, wenn bei héheren Konzentrationen die Harn- 
entnahme in gréferen Zeitintervallen erfolgte (2 Stdn.), lag die Kon- 
zentration der molybdataktiven Kieselsiiure niedriger als die der Ge- 
samtkieselsiiure nach Sodaauszug. 


Belastungsversuche 
Bei Belastungsversuchen sind vorher zwei Dinge zu bedenken: 
1. In welcher Form soll die Kieselsiure zugefiihrt werden, und 
2. welche Veriinderungen kénnte Kieselsiiure, die im Harn polymeri- 
siert, in der Niere oder Blase hervorrufen. 

Hier kommen uns unsere friiher veréffentlichten Arbeiten®:'° zustatten. 
Kieselsiure polymerisiert oberhalb der ,,Sattigungskonzentration** von 100—150 y 
Si0,/em*. Die Polymerisationsgeschwindigkeit ist aber auBerordentlich pH- und 
konzentrationsabhangig und der Verlauf zeigt das Bild einer echten Kettenreaktion 
(l. c. und Abb. 1). Wahrend einer gewissen Verweilzeit, die etwa 10°, der Halb- 
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wertszeit t betragt, ist keine Verinderung an molybdataktiver Kieselsiure fest- 
stellbar. Erst dann setzt die meBbare Polymerisation ein. Ihre Geschwindigkeit 
nimmt anfangs zu und fallt spiter asymptotisch mit Annaherung an die End- 
konzentration (~ 150 y SiO,/cm*) auf 0 zuriick. Das gleiche gilt auch, wie Abb. 1 
zeigt, fiir die Polymerisation der Kieselsiiure im Harn. Solange man sich im Bereich 
der Verweilzeit bewegt, ist nicht mit einer Polymerisation und damit auch nicht 
mit einer Schadigung durch die eiweiBfallende Wirkung der Polykieselsiure zu 
rechnen. Dariiber hinaus kénnte sie aber gefahrlich werden, vor allen Dingen bei 


® H. Baumann, Kolloid-Z. 162, 28 [1959]. 

10 H. Baumann, Beitr. Silikoseforsch. Heft 37, 45 [1955]; Sonderband II, 
429 [1956]; derselbe in K. W. Jétten, W. Klosterkétter u. G. Pfefferkorn, 
Die Staublungenerkrankungen, Bd. II,8.99, Verlag D.Steinkopff, Darmstadt 1958. 
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der Ankonzentrierung in der Niere. Andererseits wiirde der Verlauf des Experimentes 
durch Polymerisation im Darm stark gestért werden, da Polykieselsiure wahr- 
scheinlich nicht mehr durch die Darmwand diffundieren kann. In Abb. 2 sind die 
Halbwerts- bzw. Verweilzeiten (1/10) in Abhangigkeit von der Anfangskonzen- 
tration bei verschiedenen py-Werten aufgezeichnet. Diese Kurven wurden durch 
Intrapolation aus den friiheren Werten® errechnet. Mit Hilfe dieser Kurven sind 
wir also in der Lage, unsere Versuche so zu fiihren, daB keine oder nur unwesentliche 
Anderungen durch Polymerisation zu erwarten sind. 


y 8 By 55 by 53 
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Abb. 2. Halbwerts- (7) und Verweilzeiten (1/10) bei der Polymerisation der Kiesel- 
siure unter verschiedenen Bedingungen. 


Fiir Versuche am Menschen ist die Zugabe der Kieseisiiure durch 
direkte Injektion in die Blutbahn nicht empfehlenswert, da_hierbei 
wegen der Polymerisationsgefahr gleichzeitig grofe Fliissigkeitsmengen 
verwandt werden miissen. Bei oraler Zufuhr der Kieselsiiure kénnen aber 
auch héhere Konzentrationen angewandt werden, da beim sauren py des 
Magens keine Polymerisation zu erwarten ist. Nach Eintritt in den 
Darm ist die Probe aber bereits so stark verdiinnt und die Diffusion 
durch die Darmwand erfolgt so schnell, da8 auch hier mit nur unwesent- 
lichen Stérungen zu rechnen ist. Tatsiichlich konnten wir bei Verab- 
reichung von 50 mg SiO, in molybdataktiver Form in 50 em? Fliissigkeit 
(= 1000 y SiO,/em*) durchweg SC—100°, im Harn wiederfinden. Bei 
héheren Dosen miissen aber entsprechend verdiinntere Lésungen ange- 
wandt werden. 

Die Kieselsiurelésung wird durch AufschluB von Quarz mit der 
vierfachen Menge Natrium-/Kaliumcarbonat und anschlieBenden Aus- 
zug mit Wasser hergestellt. Kurz vor Versuchsbeginn wird diese Lésung 
(Konzentration 1000 y SiO,/cm*) mit der im Blindversuch bestimmten 
Menge 2n HCI neutralisiert. Bis zu 50 mg SiO, kénnen direkt genommen 
werden, dariiber hinaus empfiehlt es sich, mehrere Proben in kurzen 
Zeitintervallen (10—20 Min.) zu verabreichen. 

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, daB die Konzentration der 
Kieselsiiure im Harn sehr stark von der Harnausscheidung abhiingig ist. 
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Und zwar ist sie um so niedriger, je gréBer die in der Zeiteinheit ausge- 
schiedene Wassermenge ist. Bei den Versuchen schwankt die Harnmenge 
aber gerade im Maximum der Kieselsiiureausscheidung durch die gleich- 
zeitig aufgenommene Fliissigkeit hiufig sehr stark. In Abb. 3 sind die 
gemessenen Kurven von je 2 Versuchen zweier Versuchspersonen auf- 
gezeichnet. Abb. 3a zeigt, daB die Harnkonzentration von Person zu 
Person aber auch von Versuch zu Versuch sehr unterschiedlich verliuft, 
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Abb. 3. Harnkonzentration (a), zeitliche Kieselsiureausscheidung (b) und aus- 
geschiedene Gesamtmenge (c) bei Belastung mit 50 mg SiO, zum Zeitpunkt 0. 
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sowohl was die Lage des Maximums als auch dessen Hohe betrifft. Das 
ist auf die unterschiedliche Harnmenge zuriickzufiihren. Eliminiert man 
diese aber, indem man sie mit der Konzentration multipliziert, so erhalt 
man sehr sch6n iibereinstimmende Kurven der Kieselsiureausscheidung 
pro Zeiteinheit (Abb. 3b). Lediglich die Lage des Maximums ist von 
Person zu Person verschieden: Bei Versuchsperson 1 liegt es bei etwa 
1 Stde., bei Person 2 bei 114 bis 2 Stdn. Diese Werte konnten immer 
wieder reproduziert werden und bleiben auch erhalten, wenn man 
mehrere Proben der gleichen Menge SiO, in bestimmten Zeitintervallen 
einnimmt. Die dann resultierenden Kurven stimmen ungefihr mit den 
durch entsprechendes Aufstocken der Grundkurve erhaltenen iiberein. 
Damit ist man in der Lage, die zu erwartende Harnkonzentration ein- 
kalkulieren und evtl. Schidigungen durch Polykieselsiure vorbeugen zu 
kénnen. In diesem Fall fiihrt man wiihrend des Versuches entsprechende 
Wassermengen zu, wodurch die Harnkonzentration sinkt, die zeitliche 
Kieselsiureausscheidung aber kaum beeintrichtigt wird. 

Der Durchtritt der Kieselsiiure durch die Darmwand mu8 sehr 
schnell erfolgen, da bereits wenige Minuten nach Versuchsbeginn eine 
erhéhte Ausscheidung im Harn gemessen wird und das Ausscheidungs- 
maximum sehr bald erreicht ist. Abb. 3¢ zeigt die Summenkurve der im 
Harn gefundenen Kieselsiure. Auch hier stimmt der Verlauf der vier 
Versuche gut iiberein und folgt jenseits der maximalen Ausscheidung 
recht genau einer Reaktion I. Ordnung. Mit anderen Worten handelt 
es sich hier um einen ungestérten, natiirlichen Ablauf. Eine Knickstelle 
in den Kurven 3b und 3c, die auf eine mégliche Speicherung der Kiesel- 
siiure im Organismus hinweisen wiirde, konnte auch bei héheren Dosen 
nicht beobachtet werden. 

Wir haben nun bei einigen Belastungsversuchen mit verschiedenen 
SiO0,-Mengen zur Zeit des — vorausberechneten — Maximums Blut- 
proben entnommen und Blutplasma und -kérperchen gesondert auf ihren 
Kieselsiuregehalt untersucht. Die gemessenen Werte sind in Tab. 3 auf- 


Tab. 3. Blut- und Harnwerte der Kieselsaure bei verschiedenen Belastungsversuchen 
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gefiihrt und mit den aus den gleichzeitig aufgenommenen Harnkurven 
intrapolierten Ausscheidungswerten verglichen. Der Quotient Harnaus- 
scheidung pro Minute/Plasmakonzentration ist identisch mit der Kiesel- 
siiureclearance, die hier wie iiblich auf eine K6rperoberfliche von 
1,73 m? umgerechnet ist. Diese liegt demnach bei einer Plasmakonzen- 
tration von 1,4 bis 6,0 y SiO,/em® recht konstant um 100 cm3/Min. (bei 
Frauen — Person 2 — liegt sie bekanntlich 5 bis 10°% niedriger). Das ist 
etwas weniger als die Inulinclearance (Normalwert 120 bis 130). Danach 
scheint also die Kieselsiiure hauptsiichlich durch Filtration in den Glo- 
meruli entfernt zu werden; eine Sezernierung, bei der die Clearance- 
werte héher liegen miiBten, ist mit Sicherheit auszuschlieBen. Dagegen 
kann eine geringfiigige Riickresorption vorliegen. Es ist aber zu beachten, 
daB die Normalwerte fiir Messungen im Ruhezustand gelten (schon im 
Stehen liegt die Clearance im allgemeinen niedriger) und wir unsere 
Werte bei normaler Tiitigkeit ermittelt haben. Der Vergleich der Normal- 
werte (0,4—0,5 y SiO,/em® Plasma’ und 10—20 y SiO,/Min.) ergiibe im- 
merhin eine Clearance von 30—50 (gleichbedeutend mit einer ver- 
stiirkten Riickresorption), hier ist aber ein exakter Vergleich wegen der 
groBen Fehlergrenze bei der Plasmaanalyse nicht mehr méglich. 

Die bei den Belastungsversuchen (Tab. 3) gemessenen héheren Kon- 
zentrationen der Blutkérperchen gegeniiber Normal (Tab. 1) zeigen, daB 
diese in der Lage sind, Kieselsiiure langsam aufzunehmen. Die Erhéhung 
kann nimlich nicht auf noch anhaftendes Plasma zuriickzufiihren sein, 
da dessen Volumanteil im Blutkuchen bei einer abgeheberten Plasma- 
menge von 45 bis 50°, des Gesamtblutes dann noch etwa 1/, bis 1/, be- 
tragen miifte. 

Eine iiberschlagsmiifige Bilanzrechnung zeigt an, daB sich die Kie- 
selsiiure nicht nur im Blut befindet, da sonst wesentlich héhere Plasma- 
konzentrationen gemessen werden miiBten. Diese sprechen vielmehr 
dafiir, daB sich die Kieselsiiure auf die gesamte extrazellulire Fliissigkeit 
verteilt. Dem entspricht auch der in Abb. 3¢ wiedergegebene Verlauf 
der im Harn gefundenen Kieselsiiure. 


Diskussion 


In der Silikoseforschung ist die Frage, ob Monokieselsiiure in ge- 
ringer Konzentration in der Lage ist, biologische Verinderungen hervor- 
zurufen, sehr umstritten. Im Tierexperiment wurden bisher mit Mono- 
kieselsiiure keine pathologischen Veriinderungen beobachtet™. Dagegen 
konnten Staudinger et al.!? wohl als erste kiirzlich einen KinfluB ver- 
diinnter Kieselsiiurelésungen (100 y SiO,/em* in molybdataktiver Form) 
auf die Fermentsysteme von Mitochondrien (aus Rattenleber) nach- 
weisen. Ob aber einerseits in die Blutbahn oder ins Gewebe injizierte 

11 W. Klosterkétter, Forschungsberichte d. Wirtschafts- und Verkehrs- 
ministeriums Nordrhein-Westf. Nr. 571 [1958]. 
12 W. Kersten, K. Krisch u. Hj. Staudinger, diese Z. 318, 109 [1958]. 
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Kieselsiiure iiberhaupt in Zellen eindringt, andererseits die sich von 
phagozytiertem Quarz ablésende Kieselsiure lingere Zeit in der Zelle zur 
Erreichung héherer Konzentrationen halten kann, ist bisher noch vdéllig 
unbekannt. Ebenso wei man nichts iiber eine mégliche, bereits im nor- 
malen Zustand bestehende biologische Bedeutung der Kieselsaure. 

Aus unseren Ergebnissen kénnen folgende Schliisse gezogen werden: 
1. Kieselsiiure liegt im menschlichen Blutplasma in molybdataktiver 

Form vor und ist nicht an Einwei8 oder andere hochmolekulare 
Substanzen gebunden. Ihre Konzentration betriigt etwa 0.4 y 
SiO,/cm%. Sie schwankt mit der Ernihrung, wobei die Konzentration 
wohl nur in Ausnahmefillen (Biertrinken) 1 y SiO,/cm* iibersteigt. 
Bei massiver Belastung konnen auch héhere Konzentrationen er- 
reicht werden. 

2. Die Kieselsiiurekonzentration in den Blutkérperchen entspricht etwa 
derjenigen des Plasmas. Bei erhéhter Plasmakonzentration sind die 
Blutzellen in der Lage, wenn auch langsam, Kieselsiure aufzunehmen. 

3. Lésliche Kieselsiiure diffundiert schnell durch die Darmwand und 
verteilt sich danach auf die gesamte extrazellulire Fliissigkeit. An- 
zeichen fiir eine Speicherung konnten nicht beobachtet werden. 

4. Kieselsiiure wird rasch aus dem Blutstrom iiber die Niere entfernt. 
Die zeitliche Kieselsiureausscheidung ist weitgehend unabhingig von 
der Harnmenge und gut reproduzierbar. Ihr Verhiltnis zur Plasma- 
konzentration (= Clearance) ist bei einem Plasmaspiegel von 1,4 bis 
6,0 y SiO,/cm? konstant und liegt bei etwa 100. 

Bei dieser ersten, groben Ubersicht iiber das Verhalten der Kiesel- 
siiure im Organismus sind keine Anzeichen fiir eine irgendwie geartete 
Reaktion der Kieselsiiure mit kérpereigenen Stoffen zu erkennen. Sie 
verhilt sich praktisch wie eine kérperfremde, zufillig vorhandene Sub- 
stanz. Das schlieBt natiirlich nicht aus, daB sie in Feinbereichen, etwa 
innerhalb einer Zelle, nicht doch eine gewisse Bedeutung besitzt!*. An- 
dererseits ist ihr Diffusionsvermégen durch die Darmwand groB, wih- 
rend sie von den Blutzellen nur sehr langsam und von den Tubulizellen 
der Niere méglicherweise iiberhaupt nicht aufgenommen wird. Ob sie 
auch in andere Kérperzellen eindringt, kann noch nicht ausgesagt werden. 
Allerdings kann die Diffusionsgeschwindigkeit durch die Zellmembran 
nicht allzu groB sein, da sonst die Plasmakonzentration bei Belastung 
wegen der gréReren Verteilung niedriger liegen miiBte. 

Ich danke Fraulein I. Roos und Frau R. Schmidt fiir die Durchfiihrung 
der Analysen. 


Zusammenfassung 


Der Kieselsiiuregehalt im menschlichen Blut liegt normalerweise 
unter 1 y SiO,/em’, die Konzentration in den Blutkérperchen ist prak- 
tisch gleich der des Plasmas. Im Plasma liegt die Kieselsiure in molybdat- 
aktiver Form vor und ist nicht an Eiweif oder andere hochmolekulare 


De 


- 











20 Kieselsiure im menschlichen Blut und Harn Bd. 320 (1960) 


Substanzen gebunden. Verabreichte Monokieselsiure dringt schnell durch 
die Darmwand und verteilt sich danach auf die gesamte extrazelluliire 
Fliissigkeit. Sie dringt, wenn auch langsam, in die Blutkérperchen ein. 
Die zeitliche Ausscheidung iiber die Niere folgt einer ungestérten 
e-Funktion und ist unabhiingig von der Harnmenge. Im Harn (Normal- 
werte: 10—40 y SiO,/cm*) liegt die Kieselsiiure selbst bei sehr hohen 
Konzentrationen (bis iiber 700 y SiO,/em*) ebenfalls in molybdataktiver 
Form vor. Die Clearance bleibt bei einer Plasmakonzentration von 1,4— 
6 y SiO,/em® konstant und liegt bei etwa 100 cm*/Min. Anzeichen fiir 
einen aktiven Proze (Speicherung, Sezernierung, Riickresorption) 
konnten nicht beobachtet werden. 


Summary 


The normal level of silicic acid in human blood is below 1 yg 
SiO,/em*; the concentration in the corpuscles is practically the same as 
that in the plasma. Silicic acid is present in plasma in a molybdate 
reactive form and is not bound to protein or any other high molecular 
weight substance. Ingested mono-silicie acid rapidly penetrates the 
intestinal wall and becomes distributed throughout the whole extracel- 
lular fluid. It also enters the blood corpuscles, but at a slow rate. The 
rate of excretion through the kidneys follows an undisturbed e-function 
and is independent of the volume of urine. In the urine, even at high 
concentrations of up to more than 700ug SiO,/em* (normal level: 10— 
40 wg SiO,/cm), the silicic acid is still present in an molybdate reactive 
form. At a plasma concentration of 1.4—6 wg. SiO,/cm*, the clearance 
remains constant at about 100 cm’/min. There was no indication of an 
active process, e. g., storage, excretion, back-adsorption. 


Dr. H. Baumann, Silikose-Forschungsinstitut der Bergbau-Berufsgenossen- 
schaft, Bochum, HunscheidtstraBe 12. 
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Die Darstellung ®°Zn-markierter Carboanhydratase 
Von 
Herbert Keller 


Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitat Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mirz 1960) 


Wie wir vor kurzem berichten konnten, wird die enzymatische 
Aktivitaét von Carboanhydratase-Priparaten (CAH) durch Zink-Kom- 
plexbildner nicht beeinfluBt!. Eine Ausnahme stellt das 3.4-Dimercapto- 
toluol dar, dessen inhibitorischer Effekt jedoch nicht unbedingt auf seine 
Fahigkeit, Zink-Chelate zu bilden, zuriickgefiihrt werden muB. Da das 
Zink ein obligater Bestandteil der Enzymmolekel ist, haben wir ge- 
schlossen, daB entweder die Bindungsfestigkeit des Enzymproteins mit 
dem Metall vielmals gréBer sein mu, als die der gepriiften Komplex- 
bildner, oder daB sterische Verhiltnisse eine Reaktion zwischen dem 
Metall und den zugesetzten Reagenzien verhindern. Die Wahrscheinlich- 
keit der zweiten Annahme wurde durch Untersuchungen erhoht, die wir 
iiber die reversible Inaktivierung der CAH durch Wasserstoffionen an- 
stellten?. Die Reaktivierung des reversibel inaktivierten Ferments zeigte 
sich nimlich durch die genannten Zinkkomplexbildner stark hemmbar. 
Ebenso wurde die Reaktivierung durch Cadmiumionen in Konzentra- 
tionen gehemmt, die gegeniiber dem intakten Ferment unwirksam sind. 
Aus diesen Befunden wurde der SchluB gezogen, da zwischen der ter- 
tiiren Struktur der Eiweifmolekel des Enzyms und dem Zink eine 
Wechselbeziehung bestehe, zu deren Aufrechterhaltung eine bestimmte 
Wasserstoffionen-Konzentration nicht iiberschritten werden darf. Beim 
Absinken des pu-Wertes kommt es zur Entfaltung des Molekiils und 
damit zu einer Freilegung des Zinks. Das Metall wird in diesem Zustand 
dem Zugriff von Komplexbildnern ebenso zugiinglich, wie es durch 
andere, ahnliche Ionen aus seiner Bindung verdriingt werden kann. Da 
die hemmende Wirkung von Cadmiumionen auf die Reaktivierung keine 
Zeitabhingigkeit zeigt, mu angenommen werden, daB die Austausch- 
barkeit des Zinks unmittelbar nach Erreichen einer bestimmten Proto- 
nenkonzentration gegeben ist, d. h. bereits zu einem Zeitpunkt, in dem 
die Entfaltung des EiweiBmolekiils noch so gering ist, daB eine voll- 
stiindige oder weitgehende Reaktivierung erzielt werden kann, wenn die 
Wasserstoffionenkonzentration rasch genug wieder unter einen kritischen 
Bereich gesenkt wird. Die Richtigkeit dieser Vorstellung war durch ein 





1H. Keller u. H. U. Peters, diese Z. 317, 228 [1959]. 
2 H. Keller u. P. Gottwald, diese Z. 318, 201 [1960]. 
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relaiiv einfaches Experiment zu entscheiden: Es muBte méglich sein, das 
durch Saurezugabe inaktivierte Ferment mit radioaktivem Zink zu ver- 
setzen, einen Austausch zwischen dem Enzym-Zink und dem Isotop zu 
erzielen und nach Reaktivierung ®°Zn-enthaltendes Ferment zu erhalten. 


Methoden und Ergebnisse 


Das verwendete Fermentpraiparat war nach Keilin und Mann® dargestellt, 
die Enzymaktivitat wurde in der friiher beschriebenen Apparatur? gemessen. Sie 
betrug 13,5 Mitchell-Einheiten (ME)> je mg Trockensubstanz und hatte einen 
Zinkgehalt von 0,20°,,. Das Praparat war also etwas weniger rein als unsere besten, 
mit denen wir friiher* gearbeitet hatten und die mit den optimalen Werten von 
Keilin und Mann ibereinstimmten: 1 mg Trockensubstanz entsprach hier 
16,8 ME, enthaltend 0,23°,, Zink. Da es uns niemals gelungen ist, aktivere Praparate 
mit kleinerem Zinkgehalt zu erhalten und auch in der Literatur keine sicheren Mit- 
teilungen iiber Praparate mit einem noch giinstigeren Verhaltnis Aktivitat/Zink- 
gehalt bekannt sind, legen wir zu Grunde, daB 1 ME 0,137 y Zink entsprechen. 
Hiéhere Werte werden als Verunreinigung des Praparates angesehen. 

Das radioaktive Material lag als *°ZnCO, mit einer spezifischen Aktivitat von 
1,66 mC/g in fester Form vor. Davon wurden 50 mg (entspr. 26,08 mg Zn) in 100 ml 
0,1n HCI gelést. 

Ausgegangen wurde von einer Lésung von 100 mg Ferment, entspr. 0,2 mg 
(Enzym-)Zink, in 100 m/ dest. Wasser. Dies? Enzymlésung wurde unter Riihren 
mit 2,7 ml der obengenannten ®Zn-Lésung in 0,ln HCl versetzt. Das Verhaltnis 
inaktives Zn/aktives Zn betrug demnach 1/3,52. 

Die Temperatur beider Lisungen betrug +20°, das py der angesiuerten Lé- 
sung, gemessen mit der Glaselektrode war 2,9. Die Einwirkungszeit der Saure war 
auf 5 Min. festgelegt. Dann wurde durch Hinzufiigen von 0,75 ml In NaOH ein pu 
von 8,5 eingestellt und die Liésung zur Reaktivierung 60 Min. so belassen. Vor dem 
Saurezusatz und nach der Reaktivierung wurde eine Probe zur Enzymaktivitats- 
Bestimmung entnommen. 

Die Aktivitait vor dem Siurezusatz betrug stets 13,5 ME/ml, nach 
Saurezusatz im Mittel 5,77 ME/m/. Durch die Einwirkung der ®°Zn-hal- 
tigen Salzsiure waren demnach 57,3°% des Enzyms irreversibel dena- 
turiert worden. Die Schwierigkeit bestand nun darin, das denaturierte 
Enzym und iiberschiissiges Zink abzutrennen. Versuche, dies durch 
Dialyse zu erreichen, schlugen fehl: Zur Entfernung allen ionisierten 
Zinks war eine Dialyse von wenigstens 48 Stdn. gegen flieBendes Wasser 
notig. Dabei sank jedoch die Aktivitat der Lésung auf 1 bis 0,5 ME/ml 
(berechnet auf das Ausgangsvolumen), ohne da der Zinkgehalt ent- 
sprechend abnahm. Es resultierte eine Lésung, die zwar radioaktiv, deren 
enzymatische Aktivitit im Verhiltnis zum Zinkgehalt jedoch so klein 
war, da$ der Beweis eines Einbaus von ®*Zn in das Fermentmolckiil nicht 
auf diese Weise zu erbringen war. 

Es wurde deshalb unmittelbar an die Reaktivierung eine Halbsitti- 
gung mit Ammoniumsulfat angeschlossen. Das ausfallende Protein wurde 


"8 D—. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 84, 1163 [1940]. 
4H. Keller, W. Miiller-Beissenhirtz u. H. D. Ohlenbusch, diese Z. 


316, 172 [1959]. 
5 ©. A. Mitchell, U. D. Pozzani u. R. W. Fessenden, J. biol. Chemistry 


169, 236 [1945]. 
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bei 0° und 100000 x g abzentrifugiert und im Uberstand erneut die En- 
zymaktivitit bestimmt. Berechnet auf das Ausgangsvolumen war jetzt 
nur ein geringer Aktivititsverlust von weniger als 10°, durch diese Be- 
handlung eingetreten. Das abzentrifugierte Protein stellt demnach jenen 
Teil des Enzympriiparats dar, der durch die Siure-Zink-Behandlung 
irreversibel zerst6rt worden war. 

Zur Entfernung des iiberschiissigen Zinks wurde die Lésung mit 
Ammoniumsulfat voll gesittigt, abzentrifugiert und mit gesittigter Am- 
moniumsulfatlésung so lange gewaschen, bis der Uberstand keine Radio- 
aktivitiit mehr zeigte. Dies war nach sechs Waschungen stets der Fall. 
Das Sediment wurde in 20 m/l dest. Wasser aufgenommen und gegen 
flieBendes dest. Wasser 14 Stdn. dialysiert. Im AuBengefiB wurde das 
Wasser von NH,-Gas durchperlt, und zwar in einer solchen Menge, dab 
das px der geriihrten AuBenlésung 7,8—8,0 betrug. Das gesamte Vo- 
lumen betrug nach der Dialyse 22 ml, die Aktivitat von 1 m/ war 18,8 ME. 

Aus dieser Lésung wurden Proben entnommen, mit Schwefelsiure 
und Wasserstoffperoxyd mineralisiert und der Zinkgehalt in Tartrat- 
puffer nach Weitzel® polarographisch bestimmt. 1 m/ (18,8 ME) ent- 
hielt 2,9 y Zn, d. h. 1 ME entsprach 0,154y Zn. Der Zn-Gehalt einer Ein- 
heit war also um 0,017y zu hoch. 

Der gleichen Lésung wurden mehrere Proben zur Radioaktivitits- 
messung entnommen. Dabei wurden jeweils 0.5 m/ in Aluminiumschiil- 
chen eingedampft, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und die 
Impulse pro Min. gezihlt. Es ergab sich ein Mittelwert von 37 Imp./Min. 
In gleicher Weise wurde die ®Zn-haltige 0,.ln HCl-Lésung ausgezihlt. 
Hierbei ergaben 130,4 y ®°Zn 4830 + 27,5 Imp./Min. 100 Imp./Min. eut- 
sprachen demnach 2,69 y ®Zn. Da die in 0,5 mi enthaltenen 9,4 ME 
37 Imp./Min. entsprachen, so entspricht einer ME 

37 X 2,69 
9,4 x 100 

Die maximaie Austauschmoglichkeit ist gegeben durch das Ver- 
hiltnis: (radio-)inaktives Zink im Ferment / zugesetztem, radioaktivem 
Zink, im vorliegenden Falle wie 1,0/3,52 oder 77.9%). Mit anderen 
Worten: Eine ME, die 0,137 y Zn enthilt kann theoretisch bis zu 0.1067 y 
65Zn aufnehmen. 

Der Berechnung der Abweichungsgrenzen innerhalb derer der 
schliissige Beweis eines erfolgten Austausches noch méglich ist, liegt 
folgender Gedanke zugrunde: Es muB der gefundene Gesamt-Zink-Ge- 
halt einer ME kleiner sein, als die Summe des theoretischen Zinkgehalts + 
dem Anteil ®°Zn, der theoretisch ausgetauscht werden kann. In vorlie- 
gendem Fall heiBt dies: 0,137 y + 0,1067 y = 0,2437 y Zn/ME. Wird 
dieser Wert iiberschritten, so kann keine Entscheidung mehr dariiber 
gefillt werden, ob die etwa gemessene Radioaktivitit ®°Zn angehdért, das 


= 0,106 y Zn. 


6G. Weitzel u. A. M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
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enzymatisch wirksam in das Fermentmolekiil eingebaut vorliegt, oder ob 
es sich um eine zwar nicht ohne weiteres auswaschbare oder abdialysier- 
bare, jedoch wirkungsmibig unspezifische Anlagerung des [sotops an das 
Fermenteiweif handelt. 

Die hier gefundenen Werte, iibersichtlich zusammengestellt, haben 
ergeben: 


x 
2) 


Theoretischer maximaler Austausch: 0,1067 Y Zn/ME 


gefundener Austausch: 0,1060 y Zn/ME 
Theoretischer Zinkgehalt : 0,137 y Zn/ME 
gefundener Zinkgehalt: 0,154 y Zn/ME 


Die Differenz zwischen dem theoretischen und dem gefundenen Zn- 
Gehalt betrigt 0,017 y. Wenn man annimmt, da8 im ungiinstigsten Fall 
der gesamte Anteil des zuviel gefundenen Zinks ®°Zn wiire, so ergibt die 
Differenz 0,106 — 0,017 = 0,089 y ®Zn/ME diejenige Menge an radio- 
aktivem Isotop, die zumindest in das Ferment enzymatisch wirksam ein- 
gebaut vorliegen muB. Da der theoretisch maximal mégliche Austausch 
0,1067 y ®Zn/ME betrigt, entsprechen 0,089 y ®Zn 83,4°% des theore- 
tisch méglichen. Die Tatsache, da der gefundene Zn-Gehalt um 12,4% 
zu hoch war, wihrend demgegeniiber die gefundene Radioaktivitét nur 
um 0,66% gegeniiber der theoretisch maximalen abweicht, spricht dafiir, 
daB tatsiichlich ein noch giinstigeres Austauschverhiltnis voriiegt. 

SchlieBlich konnte auch ein radioaktives Praparat in fester Form 
gewonnen werden. Die gegen den NH,-Puffer dialysierte Lésung wurde 
noch weitere 24 Stdn. unter stiindigem Riihren bei + 1° gegen mehrfach 
gewechseltes bidestilliertes Wasser dialysiert und dann lyophilisiert. Es 
wurde ein Produkt (40 mg) mit folgenden Merkmalen erhalten: 

1 mg Trockengewicht entspricht 14,2 ME (theoret. 16,3), 2,25 y 
Gesamt-Zn (theoret. 1,945) und 1,51 y ®Zn (theoret. 1,49). 

Daraus folgt; da der Gesamt-Zn-Gehalt des Trockenpriparats 
15,6% zu hoch lag, wiihrend der Austausch fast den theoretischen Wert 
erreichte. 

Die Werte liegen innerhalb der Abweichungsgrenze, deren oberer 
Grenzwert 1,945 + 1,49 = 3,435 y Gesamt-Zn betriigt. 


Diskussion 


Y 


Der Versuch, ®*Zn-markierte Carboanhydratase darzustellen, wurde 
schon vor fast zehn Jahren von Tupper, Watts und Wormall’ unter- 
nommen. Die Autoren haben CAH-Lésungen bis zu 32 Tagen mit einem 
65Zn-Glycinkomplex inkubiert und versvcht im Ammoniumsulfat-Pri- 
zipitat Radioaktivitit nachzuweisen. Dies ist ihnen trotz der langen Ein- 
wirkungszeit nicht gelungen. Vielmehr fanden sie das Radioisotop zu 
einem wesentlichen Anteil in jener Proteinfraktion, welche bei Halb- 
sittigung mit Ammoniumsulfat ausfallt. In einer zweiten Versuchsreihe 


7 R. Tupper, R. W. E. Watts u. A. We mall, J. biol. Chemistry 50, 429 
[1952]. 
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haben die Verfasser gewaschene Erythrocyten mit radioaktivem Zn- 
Glycin behandelt und festgestellt, daB die Zellen zwar einen erheblichen 
Anteil des Isotops aufnahmen, daB jedoch das Metall nicht in die CAH 
eingebaut worden war. [hre Befunde bestitigten die Beobachtungen von 
Keilin und Mann®, wonach das Zn auBerordentlich fest im Ferment- 
eiweiB gebunden ist. 

Der gelungene Austauschversuch in Gegenwart relativ hoher 
Wasserstoffionen-Konzentrationen bestitigt die Richtigkeit unserer 
friiheren Annahme?, da die Veriinderung der Ladungsverteilung des 
Proteins durch Erhéhung der Wasserstoffionen-Konzentration nicht nur 
einen Verlust der katalytischen Fahigkeit, sondern auch eine Anderung 
der Bindungsart des Zink bewirkt. Weiter zeigt dieser Versuch, dab 
siiureinaktiviertes Ferment sein Verhalten gegeniiber Ammoniumsulfat 
in dem Sinne indert, daB es bei niedrigerer Konzentration ausfillt als 
wirksames Enzym, da die katalytisch unwirksame Fraktion aber noch 
die Fahigkeit besitzt, im neutralen oder alkalischen Milieu Zn zu binden. 
Dieser Umstand erleichtert die Entfernung von iiberschiissigem Radio- 
Zink erheblich. 

Aus der Tatsache, daB die enzymatisch unwirksame, siure-dena- 
turierte Fraktion, im alkalisch-wiBrigen Milieu ebenfalls Zink un- 
dialysabel bindet, geht hervor, daB die Fihigkeit, ein Metallchelat zu 
bilden, nicht unmittelbar mit jener Konfiguration verkniipft ist, welche 
die katalytische Eigenschaft bewirkt. Die vorliegenden Befunde kénnen 
zu der Annahme fiihren, da das Metall im Innern einer tertiiren Struk- 
tur von Peptidketten eingebaut ist, deren ,,aktive(r) Ort(e)** sich auf der 
Oberfliche betindet, wobei kein direkter Kontakt zu dem Metall besteht. 
Verkleinerung des Quotienten Enzymkonzentration / Wasserstoffionen- 
Konzentration bewirkt eine Verainderung der Metallbindungsart, woraus 
eine Veriinderung der Oberflichenanordnung des Enzym-Molekiils und 
damit ein Verlust der katalytischen Fahigkeit resultiert. In diesem 
ersten, reversiblen Zustand, der dazu tendiert, in andere, irreversible 
Zustinde iiberzugehen, ist der Austausch des Zinks erwartungsgemiB 
méglich. Wiederherstellung der urspriinglichen Zinkbindungsart durch 
Erniedrigung der Wasserstoffionen-Konzentration fiihrt auch zur ur- 
spriinglichen Oberflichenanordnung und damit zur katalytischen Wirk- 
samkeit zuriick. 


Der Einbau des Zinks in das Fermentmolckui scheint nach den vor- 
liegenden und den Befunden von Tupper und Mitarbeitern’ gleichzeitig 
mit der Biosynthese des Enzyms zu erfolgen, ein Vorgang, der im reifen, 
kernlosen Erythrocyten entweder gar nicht, oder nur in sehr geringem 
Umfang vor sich geht. Eine Lockerung der Metallbindung, ausreichend 
um einen Austausch des Zn zu erméglichen, gelingt vermutlich nur unter 
experimentellen Bedingungen, die in vivo nicht gegeben sind. 


8 D. Keilin u. T. Mann, Nature [Londonj 144, 442 [1939]. 
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Darstellung ®Zn-markierter Carboanhydratase 





fs kann auch als sicher gelten, daB der friiher® beschriebene, aus 
CAH-Priiparaten dargestellte Zn-haltige Cofaktor, definitionsgemiiB kein 
Coferment der CAH sein kann. Seine Eigenschaft, hochverdiinnte CAH- 
Lésungen zu aktivieren, ist demnach als Stabilisierung aufzufassen, ein 
Effekt, der schon von Clark und Perrin! mit unspezifischen EKiweib- 
stoffen erzielt wurde. 

Die CAH gehért zu einer Gruppe von Metallproteinen, die durch 
eine so feste Bindung des Metalls gekennzeichnet sind, daB ein Austausch 
normalerweise nicht moéglich ist, ohne die spezifische Struktur zu ver- 
iindern. So ist es beispielsweise nicht gelungen, das Eisen im Methaimo- 
globin™ oder das Magnesium des Chlorophylls auszutauschen!*. Der hier 
gelungene Einbau von ®°Zn in aktive CAH stellt tatsiichlich einen Aus- 
tausch am inaktivierten Ferment dar. Nur durch den Umstand, daB es 
gelingt, wihrend einer ersten, noch reversiblen Stufe der Denaturierung 
den Austausch durchzufiihren, ist die Darstellung des radioaktiven 
Enzyms moglich. ; 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft ist fiir eine Sachbeihilfe, der 


Deutschen Cyanamid GmbH, Miinchen, insbesondere Frau Dr. Ludwig, 
ist fiir eine groBziigige Beihilfe zur lsotopenbeschaffung, sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Carboanhydratase-Lésungen wurden durch Zusatz von Salzsiure 
auf pu 2,9 gebracht und gleichzeitig mit ®°Zn?° inkubiert. Nach Alkali- 
sieren gelang es mitte!ls fraktionierter Ammoniumsulfat-Fallung und vor- 
sichtiger Dialyse ein enzymatisch wirksames Produkt zu erhalten, das 
65Zn enthielt. 

Das Verhaltnis Enzymaktivitaét/Zinkgehalt war hinreichend groB, 
um die Beweisfiihrung des stattgefundenen Austausches zu erlauben. 


Summary 


Solutions of carbonic anhydrase were adjusted to pu 2.9 by the 
addition of hydrochloric acid and incubated simultaneously with ®Zn2°. 
After neutralisation, it was possible to obtain a ®Zn — containing, 
enzymically active product by fractional ammonium sulphate precipit- 
ation and careful dialysis. 

The ratio, enzymic activity/zine content was high enough for us to 
be able to show that there had been a true exchange. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und Phy- 
stkochemie der Universitit, Kiel, Neue Universitét, Rudolf-Héber-Haus, Bau 12. 


» H. Keller, diese Z. 299, 104 [1955]. 

10 A. M. Clark u. D. D. Perrin, Biochem. J. 48, 495 [1951]. 

11S. Ruben, A. W. Frenkel u. M.D. Kamen, J. physic. Chem. 46, 710 
[1942]. 

122 §. Ruben, M. D. Kamen, M. B. Allen u. P. Nahinsky, J. Amer. chem. 
Soc. 64, 2297 [1942]. 
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Uber Inhaltsstoffe des RoBkastaniensamens, I 
Untersuchungen am genuinen Saponin Ascin 


Von 
Josef Wagner und Joachim Bosse 


Aus dem Forschungslaboratorium der Chemisch-Pharmazeutischen Fabrik 
Adolf Klinge & Co., Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Februar 1960) 


Bereits im Jahre 1835 wies Fremy! wohl als erster ein Saponin im 
Samen der RoBkastanie (Aesculus hippocastanum L.) nach. Es fehlte seit- 
her nicht an Arbeiten, um Einblicke in Struktur und pharmakologische 
Wirkurg dieses Saponins zu erhalten. Die hohe Wasserléslichkeit und das 
iihnliche Verhalten der Begleitstoffe (Flavonoiglykoside) csschwerte es 
bisher, das Saponin in genuiner Form zu gewinnen. 


Bei der Aufarbeitung von RoBkastanienextrakter: fallen je nach an- 
gewendetem Verfahren wie Bleifillung?**°, Atherfaillung®’, Dialyse*-* 
oder Saurehydrolyse? 71° 11-12-13 Substanzgemische an, die sich in 
Wasserlislichkeit und Hiimolyseaktivitit stark voneinander unter- 
scheiden. 

Rémisch*} isolierte 1956 mit einer Methode zur Glykosidgewinnung, 
die auf ein Patent von Merkel" zuriickgreift, ein wasserunlésliches, 
kristallisiertes RoBkastaniensaponin, das er Ascin nannte. Bei der 
sauren und alkalischen Hydrolyse fand er als Spaltstiicke neben aiquimole- 
kularen Mengen von Ascigenin, Tiglinsiure, Essigsiiure und Glucuron- 
siiure 2 Moll. Glucose. Bei der Aufarbeitung des sauren Hydrolysates 
erhielt R6misch!* auch Xylose, deren Entstehung er durch Decarboxy- 
lierung der Glucuronsiiure erklirte. 

KE. Fremy, Ann. Chimie 58, 101 [1835]. 

F. Rochleder, 8.-B. kais. Akad. Wiss. Wien 45, 675 [1862]. 

L. Weil, Dissertat., Strassburg 1901. 

G. Masson, Thése, Paris 1910. 

E. Winterstein, diese Z. 75, 410 [1911]. 

8S. Artault de Vevey, Bull. Sci. pharmacol. 15, 696 [1908]. 

E. Bures, Casopis éeskoslov. Lékarnictva 15, 3 [1935]; ebenda 17, 21 [1937]. 
A. W. van der Haar, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 42, 1080 [1923]. 

A. Gergs, Pharmac. Acta Helvetiae 28, 265 [1953]. 

10 G. A. Bosshard, Dissertat., Ziirich 1916. 

11 A.W. Winterstein, Dissertat., Ziirich 1923. 

12 L. Ruzicka, Helv. chim. Acta 25, 1665 [1942]. 

18 H. Rémisch, Pharmazie 7, 475 [1956]; Planta Medica 5/6, 184 [1956]. 
14 J. Merkel, Dtsch. Pat. (DDR) Nr. 11 178 [1956]. 
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Die Aufklirung der Struktur des Ascigenins, des Aglykons des RoB- 
kastaniensaponins Ascin, verdankt man Ruzicka. Erst vor kurzem 
konnte Cainelli’® die sterischen Verhiltnisse im Molekiil dieses penta- 
eyclischen Triterpens sichern. In der vorliegenden Arbeit beschreiben 
wir die Isolierung des genuinen Saponins Ascin aus Ro&kastanienex- 
trakt. Seine Kenntnis ist fiir die therapeutische Verwendung von RoB- 
kastanienextrakt von besonderem Interesse. 

Kofler'® fand, daB sich Ro&kastaniensaponin mit Cholesterin im 
Gewichtsverhiltnis 1:0,04 vereinigt. Eigene unveréffentlichte Unter- 
suchungen mit isoliertem Saponin aus Rokkastanien zeigten im Cho- 
lesterid ein ganzzahliges Molverhiiltnis. Die Methodik der Isolierung von 
Saponinen wurde durch den Befund, daB Ro&kastanien-Saponincholeste- 
rid, ihnlich dem Diocincholesterid von Yagi!’, mit Ather in Saponin 
und Cholesterin gespalten werden kann, wesentlich verbessert. Auf 
diesem schonenden Wege gelang uns die Isolierung des genuinen As- 
cins als einheitliches, hiimolytisch aktives wasserlésliches Saponin. 

Ascin wird schon beim Erwarmen in wiBriger Lésung in zwei iso- 
mere Formen zerlegt ; die eine, 6- Ascin, ist wasserunlislich und fiallt be- 
reits bei 60—90° quantitativ aus, die zweite, x-Ascin, bleibt dagegen 
in Lésung. In Molekulargewicht und Zusammensetzung sind sie mit der 
Ausgangssubstanz identisch, unterscheiden sich aber in Schmeizpunkt, 
optischer Drehung und hiimolytischer Aktivitit. 

Welche Vorgiinge zur Ausbildung der isomeren Ascinformen fiihren 
und welche Strukturen den beiden Molekiilen zuzuschreiben sind, kann 
noch nicht entschieden werden. In diesem Zusammenhang ist unser Be- 
fund von Interesse, wonach die Spaltung in zwei Isomere bei den Salzen 
des Ascins unterbleibt. Méglicherweise kénnen fiir den Isomerisierungs- 
prozeB ,,einseitig’’ stattfindende Chelat- oder Lactonbildungen ver- 
antwortlich gemacht werden. Bei dem von Rémisch? beschriebenen 
Ascin muB es sich in Anbetracht der Kristallform, des Schmelzpunktes, 

der optischen Drehung und der geringen Wasserloslichkeit um £-Ascin 
handeln. 


Alkalische Hydrolyse des Ascins 


Nach Rochleder?, Artault de Vevey®, Rémisch™® und Mel- 
n itschuk* erhiilt man bei der alkalischen Hydrolyse von RoBkastanien- 
saponin ein nicht himolysierendes Produkt, das von Rochleder als 
, Ascinsdure“ und von Rémisch als ,,Ascinol” bezeichnet wurde. 
Daneben fanden sich in der Verseifungslésung Tiglinsiiure und Essig- 
siiure. Diese Befunde kénnen wir bestitigen. In Ubereinstimmung mit 
Rémisch nehmen auch wir auf Grund der Aquivalentgewichtsbestim- 


48 G. Cainelli, Helv. chim. Acta 40, 2390 [1957]. 
16 L. Kofler, Biochem. Z. 159, 327 [1925]. 

17S. Yagi, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 64, 141 
[1911]. 

18 QO. P. Melnitschuk, Aptech. Delo. SSSR 5, 35 [1956]. 
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mung an, daB die Tiglinsiure sekundir durch Wasserabspaltung aus 
«-Methyl-£-hydroxy-buttersiiure entstanden ist. Ascin, x-Ascin und 
£-Ascin lieferten das gleiche Ascinol, dessen Titration mit 0,ln NaOH 
ein Molekulargewicht von 998 (ber. 995,1) ergibt. Es besitzt keine himo- 
lytische Aktivitiit mehr. 


Saure Hydrolyse des Ascins 


Bei der Hydrolyse mit 2nHCl wurden, wie Tab. 1 zeigt, in Uberein- 
stimmung mit Rémisch papierchromatographisch Xylose, Glucose und 
Glucuronsiiure nachgewiesen. Im Gegensatz zu diesem Autor fanden wir 
jedoch durch quantitativen Vergleich mit Testsubstanzen, da8 diese drei 
colelaytinn> in aquimolekularem Verhiiltnis vorliegen. Dieser Befund 
wurde durch das Ergebnis der analogen sauren Hydrolyse des Ascinols 
gesichert, welches ebenfalls diese Zucker in gleichem Verhaltnis ergab. 

Die Xylose muB ein Bestandteil des Ascinmolekiils sein, da durch 
Erhitzen von Glucose und Glucuronsiure, weder fiir sich noch im Ge- 
misch mit 2nHCl, in wiederholten Versuchen keine Xylose erhalten 
werden konnte. 


Tab. 1. Hydrolysenprodukte des Ascins nach variierender Saurebehandlung. 





——— 0 3 60 120 Min. 72 Stdn. 
auer 





Schmp. 222—223°9| 221—222° 208—210° 175—177° 180—186° 
HI* 1:30 000 1:30 000 1:40 000 1:40 000 1:35 000 


Ry-Werte 
Ascin 0,5 0,5 — — — 
Proascig. I os 0,7 0,7 a oo 
Proascig. IT — 0,85 0,85 0,85 — 
Proascig. III — 0,95 0,95 0,95 0,95 
Zucker Xylose Xylose 

Glucose Glucose Glucose 


























Glucuronsre. | Glucuronsre. | Glucuronsre. | Glucuronsre. 
* Himolytischer Index. 

Neben den freien Zuckern entstehen je nach Hydrolysengrad wech- 
selnde Mengen an Sapogeninen. Als hydrolytische Vorstufen des Asci- 
genins werden sie allgemein als Proiiscigenine bezeichnet. Aus Tab. 1 ist 
ersichtlich, da& bei der Hydrolyse des Ascins bzw. der Proiiscigenine 
die Abspaltungsgeschw indigkeit der Zuckerkomponenten wihrend der 
Hydrolyse von Xylose iiber Glucose zu Glucuronsiure abnimmt. Wie 
die alkalische Hydrolyse der Prodscigenine gezeigt hat, behalten diese 
ihre himolytische Aktivitat bei, solange sie als Ester der «-Methyl-- 
hydroxy-buttersiure bzw. Tiglinsiure vorliegen. In saurem Milieu ist 
die Siiurekomponente in den Proiiscigeninen schwer abspaltbar. Nach 
72stdg. Hydrolyse war noch starke himolytische Aktivitit nachweisbar. 
a«- und #- Ascin verhielten sich bei der sauren Hydrolyse wie Ascin. 
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Die verschiedene hiimolytische Wirkung der von uns untersuchten 
Ascinformen lift sich nicht nur auf Unterschiede in der Verkniipfung 
der «-Methyl-£-hydroxy-buttersiure im Molekiil zuriickfiihren. Im hiimo- 
lytisch schwiicher wirksamen «-Ascin kann die veresterte Siure auch 
durch andere Molekiilreste nach aufen hin stirker abgeschirmt sein, als 
im himolytisch stark wirksamen £-Ascin. Diese Annahme wird durch 
das himoly tische Verhalten der entsprechenden Genine gestiitzt. Nach 
Abhy droly sieren der Zuckerreste von den verschiedenen Ascinformen 
entfalten die entsprechenden Proiiscigenine eine verstirkte himolytische 


Aktivitit. 


Fraulein Helga Hélzel und Frau Hannelore Hildenbrand danken wir fiir 
die zuverlassige und fleiBige experimentelle Hilfe. Die Elementaranalysen der 
Saponine und ihrer Abbauprodukte wurden im Mikrolaboratorium des Organisch- 
Chemischen Institutes der Technischen Hochschule Miinchen durchgefihrt. 


Beschreibung der Versuche 


A. Isolierung des Saponins 


. Ascin: 101 10proz. RoBkastanienextrakt wurden mit einec ather. Losung 
von 100g Cholesterin versetzt und die Emulsion unter Abdampfen des Athers 
1 Stde. bei 90° geriihrt. Der wasserunlisliche Saponin-Cholesterin-Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und nach dem Waschen mit kaltem Wasser an der Luft bet 
Zimmertemperatur getrocknet. Das staubfeine Pulver wurde 240 Stdn. im Soxhlet 
mit Ather extrahiert, der Riickstand mit 21 Methanol behandelt und vom Un- 
léslichen filtriert. Wahrend des Eindunstens fiel noch eine geringe Substanzmenge 
aus, die abgetrennt wurde. Aus der klaren viskosen Lésung wurde das Methanol 
im Vak. vollstandig abdestilliert, der Riickstand mit 2 1 Wasser aufgenommen und 
die klare Lésung iiber einen Kationenaustauscher (200 ml Dowex 50 X 4) gegeben. 
Aus der abflieBenden sauren Lésung trennt sich das Saponin durch viermaliges 
Ausschiitteln mit je 300 ml n-Butanol von den wasserléslichen Begleitsubstanzen. 
Die Butanol-Lésung wurde nach viermaligem Waschen mit je 200 ml Wasser im 
Vak. eingeengt, der blaBgelbe Riickstand in 21 Methanol gelést und so lange mit 
Aktivkohle behandelt, bis die Lésung farblos war. Das Methanol wurde im Vak. 
abgezogen und der Riickstand bei héchstens 1 Torr tiber P,O; getrocknet. Ausb. 
81 g Ascin. WeiBes, amorphes, stark hygroskopisches Pulver vom n Schmp. 222—223°_ 


C54H,,023 - HO (1119,3) Ber. C 57,95 H7,74 Aquiv.-Gew. 373,1* 
Gef. C 58, 03 H7,74 Aquiv.-Gew. 374,5 


* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Verseifung. 


[a]?7: — 18,1, (c = 5, in absol. Methanol); HI** = 1:30000. Leicht léslich in 
Methanol, etwas schwerer in W asser, maBig léslich in Athanol, schlecht léslich in 
Aceton und unléslich in Ather und Kohlenwasserstoffen. In waBrigen Liésungen 
bildet sich beim Schiitteln noch in Verdiinnungen von 1:20 000 kraftig Schaum. 
Die Substanz schmeckt bitter und reizt die Schleimhaute heftig. Aus waBr. Lésung 
148t sich durch Neutralisation mit einer aquimolaren Menge NaOH und anschlie- 
Bendem Einengen im Vak. das Natriumsalz C;,H,,0.,Na-2H,O0 vom Schmp. 
251—252° gewinnen. 

2. Trennung von «-Ascin und #-Ascin: Die Lésung von 10g Ascin in 
250 ml Wasser wurde auf dem Wasserbad erwarmt. Ab 60° erschien £-Ascin als 
feiner weiBer Niederschlag, die Fallung war nach 3 Min. langem Erhitzen voll- 
standig. Nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur wurde abzentrifugiert und 


sii Hamolytischer Index. 
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der Niederschlag zur Trockne gebracht. Ausb. 4,5 g. Im Uberstand verblieb das 
waszerlésliche «-Ascin, welches durch Eindampfen zum Trocknen unmittelbar 
isoliert werden konnte. Ausb. 5,5 g. 
a) «-Ascin: WeiBes amorphes Pulver vom Schmp. 225—227°. 
C54Hg4O23°2H,O (1137,3) Ber. C 57,10 H7,80 Aquiv.-Gew. 379,1 
Gef. C 57,16 H7,85 Aquiv.-Gew. 378,2 
[«]?>: —13,5°, (c = 5, in absol. Methanol); HI 1:20 000. 
Verhalt sich bis auf die sehr gute Wasserléslichkeit wie Ascin. 
b) 6-Ascin: Blattchenférmige Kristalle (aus waBr. Athanol) vom Schmp. 
2229930 
Gef. C 56,62 H7,79 Aquiv.-Gew. 378,8 
[a ]??: —23,7°, (c = 5, in absol. Methanol); HI = 1:40 000. 
Verhalt sich bis auf die sehr geringe Wasserléslichkeit wie Ascin. 


B. Alkalische Hydrolyse des Ascins 

Die Lésung von 10 g Ascin in 250 ml Wasser wurde mit 50 ml 4proz. Natron- 
lauge 1 Stde. unter RiickfluB gekocht. Die triibe Lésung wurde heiB filtriert und 
nach dem Abkiihlen bis pyl angesdiuert. Der voluminése Niederschlag wurde 
scharf abzentrifugiert und solange mit Wasser gewaschen, bis keine Mineralsiure 
mehr nachweisbar war. Nach dem Trocknen wurde in 200 m/l Methanol gelést, mit 
Tierkohle gereinigt und der Riickstand nach Entfernung des Methanols getrocknet. 
Ausb. 8,6 g Ascinol. WeiBes amorphes Pulver vom Schmp. 230—231°. 


C47H,,0.9°2H,O (995,1) Ber. C 56,75 H7,90 Aquiv.-Gew. 995,1* 
Gef. C 56,61 H7,84 Aquiv.-Gew. 998 

* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Neutralisation. 
[a]?5: —19,5°, (c = 5, in absol. Methanol); HI = 1:0. 
Leicht léslich in Methanol, schwer léslich in Wasser und unldslich in Ather und 
Kohlenwasserstoffen. Besitzt weder Schaumkraft noch Hamolyse-Aktivitat, 
schmeckt schwach bitter und reizt die Schleimhaute nicht. 

Aus waBr. Methanol 14Bt sich durch Neutralisation mit einer aquimolaren 
Menge NaOH und anschlieBendem Einengen im Vak. das Natriumsalz 
C4,H,;,0,,Na-2H,O vom Schmp. 260—262° gewinnen. 


Isolierung und Analyse der abgespaltenen Tiglinsaure: Das oben 
erhaltene Filtrat vom Ascinol wurde mit Ather erschépfend extrahiert. Nach dem 
Abdampfen des Athers verblieb ein liger Riickstand von butterséureahnlichem 
Geruch, der in der Kalte teilweise erstarrte und aus wenig Wasser mehrfach um- 
kristallisiert wurde. 0,5 cm lange weiBe Nadeln der Tiglinsaure vom Schmp. 58° 
(Lit. 64,5°). 

C;H,O, (100,1) Ber. C 60,00 H 8,00 Aquiv.-Gew. 100,1* 
Gef. C 59,56 H 8,03 Aquiv.-Gew. 100,7 


* Bezogen auf den molaren Verbrauch von 0,1n NaOH bei der Neutralisation. 


Sehr leicht léslich in Ather, leicht léslich in Wasser; addiert Brom. 
Die Hydrolyse der Proascigenine und die anschlieBende Isolierung der Tiglin- 
sdure wurde in gleicher Weise durchgefiihrt. 


C. Saure Hydrolyse des Ascins 


Die Lésungen von je 200 mg Saponin in 5 ml Wasser wurden mit 5 ml 0,4n HCl 
in geschlossenen Ampullen wahrend der in Tab. 1 angegebenen Zeiten im kochenden 
Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung wurden die Niederschlage abzentrifugiert und 
anschlieBend chromatographiert sowie Schmelzpunkt und haimolytischer Index 
bestimmt. Um den Kohlenhydratanteil der Proascigenine zu analysieren, wurde 
der Hauptteil der Niederschlage erneut 1 Stde. wie oben mit 2x HCl behandelt. 
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D. Nachweismethoden 

1. Papierchromatographie* 

a) Saponine: Laufmittel: Essigester/Ameisensiure/Wasser 10:2:3; auf- 
steigend 14 Stdn. Das Lisungsmittelgemisch wurde 24 Stdn. nach der Bereitung 
verwendet. Zu frische und zu alte Gemische lieferten unbrauchbare Ergebnisse. 

Ry-Wert simtlicher Saponine 0,5 

Ry von Ascinol 0,32 

Ry von Proascigeninen siehe Tab. 1. 


Entwicklungsmethoden: 

«) Bespriihen mit 5proz. Hammelblutsuspension in Phosphatpuffer, pH 7,2. Die 
Saponine erscheinen nach 10 Min. als helle lanzettformige Flecken auf 
braunlichem Hintergrund. 

B) SbCl,-gesittigtes Chloroformbad!®. Die Chromatogramme werden durch das 
Entwicklungsbad gezogen und noch feucht etwa 3 Min. auf 100° im Trocken- 
schrank erhitzt. Die Saponine erscheinen als schwach rotbraune Flecke. 

Die Methode «) ist sehr empfindlich, jedoch nur bei hamolytisch aktiven 
Substanzen verwendbar. 


b) Zucker: Eine einwandfreie chromatographische Auftrennung der Zucker- 
komponenten gelang mit Hilfe der eindimensionalen, aufsteigenden Methode in 
zwei verschiedenen Liésungsmittelgemischen. Zuerst wurde mit Laufmittel 1 etwa 
24 Stdn. und nach dem Trocknen an der Luft in gleicher Richtung mit Laufmittel 2 
16 Stdn. chromatographiert. 

Laufmittel 1 = n-Butanol/Pyridin/Wasser 60:40:30 

Laufmittel 2 = Essigester/Ameisensiure/Wasser 10:2:3 
Bespriihen mit butanolischer Anilinphthalat-Lésung, anschlieBend auf 100° so lange 
erhitzen, bis Flecke erscheinen. 


Tab. 2. Rp-Werte der Zucker aus RoBkastaniensaponinen. 




















Glucuron- Glucuron- 
saiure Glucose Xylose saurelacton 
Testsubstanzen 0,21 0,41 0,55 0,71 
Spaltstiicke des Ascins 
bzw. «- oder £-Ascins 0,21 0,41 0,55 0,71 


Quantitative Bestimmung: Lésungen von 1,0mMol Ascin in 50 ml 
Athanol wurden mit 50 ml 4n HCl versetzt und 0,5 bzw. 1,0 oder 2,0 Stdn. im 
kochenden Wasserbad unter RiickfluB8 erhitzt. Nach schonendem Entfernen der 
Hydrolysenlésung wurde der wasserlésliche Teil quantitativ in ein 5-ml-MeB- 
kélbchen gespiilt und davon jeweils 5 ul neben gleichen Mengen Testlésung nach 
obigen Bedingungen chromatographiert. Die Vergleichslésungen enthielten in 
5 ml 0,5—1,0 mMol Xylose, Glucose und Glucuronséure. Nach dem Entwickeln 
wurde aufgrund der Fleckengré8e und Intensitét eine quantitative Schatzung*° 
durchgefiihrt. 

* Schleicher & Schiill 2043 b. 

19 Nachweismittel fiir Digitalisglykoside; R. Neher, Helv. chim. Acta 84, 
2278 [1951]. 

20 F. Cramer, Papierchromatographie S. 63, Verlag Chemie, GmbH, Wein- 
heim/BergstraBe, 1958. 
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Tab. 3. Molarer Zuckeranteil des Ascins. 











Stdn. 
Hydrolysendauer | 
0,5 1,0 | 2,0 
IVIORO ss 8 ss 0,8 0,6 0,4 
Glucose ..... 0,9 0,8 0,7 
Glucuronsaure . . 0,7 0,8 0,6 


Sauren: Die Séuren wurden im Durchlaufchromatogramm (65 Stdn.) mit 
1,5 n NH, gesatt. n-Butanol getrennt. 


Entwicklung: 100 mg Thymolblau wurden in 100 m/ Wasser gelést und mit 
0,1n NaOH auf py 10 eingestellt. Nach Bespriihung erscheiner die Sauren als nicht 
bestandige gelbe Flecken auf blauem Hintergrund. 


Tab. 4. Laufstrecken der Sauren aus RoBkastaniensaponin (Angaben in cm). 

















T Extrakte aus 
estsubstanz pera if 
scinverseifung 

Ameisensaure . 4,7 — 
Essigsiure . . 6,0 6 
Propionsaure . 10,0 — 
Buttersaure 16,2 — 
Tiglinsaure. . 18,3 18 
Valeriansaure. 21,6 — 


2. Himolytischer Index (HI) 


HI gibt die Endkonzentration einer Substanz in einer Verdiinnungsreihe an, 
die in 1 ml Lésung + 1 ml 4proz. Blutsuspension nach 24 Stdn. eine vollstandige 
Hamolyse hervorruft. 


Blutsuspension: 4 g frisches, defibriniertes Hammelblut + 96g Phosphat- 
puffer (pa 7,2). 


Zusammenfassung 


Das Reinsaponin Ascin wurde durch Fillung mit Cholesterin aus 
RoBkastanienextrakt isoliert. Ascin, Mol.-Gew. 1119, bildet zwei iso- 
mere Formen, «-Ascin und f£-Ascin, die sich in Schmelzpunkt, opti- 
schem Drehwert, himolytischem Index und Wasserléslichkeit unter- 
scheiden. Es enthalt neben Ascigenin 1-Methyl-£-hydroxy-buttersiure, 
Essigsiiure und Wasser, sowie je 1 Mol Xylose, Glucose und Glucuron- 
siiure. Bei der alkalischen Verseifung verschwindet die hiaimolytische 
Wirkung nach Abspaltung von «-Methyl-£-hydroxy-buttersiure und 
Essigsiure, sie erhéht sich bei den entsprechenden Geninen nach saurer 
Hydrolyse der Zuckerreste. 


Summary 


The pure saponin Escin has been isolated from extract of horse 
chestnut by precipitation with cholesterol. Escin (mol.wt. 1119) exists 
in two isomeric forms, «-escin and f-escin, which can be differentiated 
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by melting point, optical rotation, hemolytic index and solubility in 
water. Together with escigenin, «-methyl-£-hydroxy-butyric acid, acetic 
acid and water, it contains one mole each of xylose, glucose and glucu- 
ronic acid. Alkaline hydrolysis removes «-methyl-£-hydroxy-butyric 
acid and acetic acid and causes a loss of hemolytic activity. Acid hydro- 
lytic removal of the sugar residues increases the hemolytic activity of 


the remaining, active groups. 


Dr. J. Wagner, Miinchen 22, TriftstraBe 6/V. 
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Uber die Darstellung und das Zinkbindungsvermégen 
einiger Glutamylpeptide 
Von 
Manfred Lieflinder* 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft zu GOttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Marz 1960) 


Unter den in biologischem Material auftretenden zinkbindenden 
Konfigurationen haben vor allem SH- und Imidazolgruppen besondere 
Bedeutung erlangt!. Untersuchungen an dem Ferment Carboanhydrat- 
ase? lieBen vermuten, da noch weitere zellvertraute zinkbindende Kon- 
figurationen existieren, zu denen Derivate der Glutaminsiure gehéren. 
Im Hinblick darauf wurde versucht, eine Reihe isomerenreiner Di- und 
Tripeptide der Glutaminsiiure und ihre Zinkkomplexe zu synthetisieren 
sowie das relative Zinkbindungsvermégen* dieser Peptide zu messen. 


a> y-Transpeptidierung 


Die Synthese von Peptiden mit einem C-endstindigen Glutamin- 
siurerest ist nicht besonders schwierig. Ein Hauptproblem liegt hingegen 
in der einwandfreien Synthese solcher Peptide, in denen sich entweder 
das «- oder das y-Carbonylglied in der Peptidkette befindet*. Hierzu 
geht man am besten von den a- bzw. y-Estern der Glutaminsiure aus, 
die in reiner Form und brauchbaren Ausbeuten zugiinglich sind, versieht 
sie mit einer Aminoschutzgruppe, kondensiert die jeweils freie Carboxyl- 
gruppe mit einem Aminosiure- bzw. Peptidester, entfernt dann die Ester- 
gruppen durch alkalische Verseifung oder katalytisch (Benzylester) und 
spaltet die Aminoschutzgruppen mit den jeweils dafiir angegebenen 
Mitteln ab. 

Bei der alkalischen Verseifung der Cbo**-Peptidester sind inter- 
mediire Imidbildungen médglich. Die Hydrolyse eines solchen Imids 
verliuft dann in beiden Richtungen unter Ausbildung von «- und y- 
Isomeren. 

1G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956]. 

2-H. Keller, diese Z. 299, 104 [1955]. 

3 W. Schaeg, Dissertat. GieBen 1957. 

4 M. Goodman u. G. W. Kenner, Advances Protein Chem. 12, 465 [1957], 
u. zwar 8. 499. 

* Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind ausfiihrlich niedergelegt in der 
chemischen Dissertation von Manfred Lieflander: ,,Darstellung und Zinkbin- 
ge von Di- und Tripeptiden der Glutaminséure“, Gottingen 1958. Fiir 
die Uberlassung des Themas und fiir zahlreiche Anregungen danke ich Herrn Prof. 
Dr. Dr. G. Weitzel (jetzt Tiibingen). 

** Cho = Carbobenzoxy-. 


3* 
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CH, COR’ CH,—CO—NH—R 
CH, ar, 

: NH—CH-—CO—NH- R CH,—CO . _.HN—CH—COH 

On, N—R © 
CH,—CO—NH—R _//...HN- CH CO CH,—CO,H 
CH, ‘CH, 
Oe: HN—CH—CO,R’ __ -HN—CH—CO—NH_R 


So haben Battersby und Robinson® beobachtet, daB die al- 
kalische Verseifung des optisch aktiven Athylesters des N-Acetyl- 
diglyeyl-«-L-glutamy]-glycin-n-hexylamids mit einer weitgehenden inner- 
molekularen a >y-Transpeptidierung verkniipft ist und ein optisch in- 
aktives Gemisch von strukturisomeren Tetrapeptiden erhalten wird, in 
dem das y-Isomere iiberwiegt. Auch bei der alkalischen Verseifung des 
N-Benzoyl-«-DL-glutamyl-glycin-n-hexylamid-ithylesters erhielten sie 
ein Isomerengemisch, aus dem sie mit Hilfe der Gegenstromverteilung 
das a-und y-Isomere abtrennten, wobei das y-Isomere wieder iiberwog. 

Kovacs und Mitarbeiter® zeigten, daB Cbo-«-L-Glutamyl-glycin 





und Cbo-y-L-Glutamyl-glycin durch Einwirkung von Acetanhydrid in 
eine gemeinsame Anhydroverbindung ibergefiihrt werden kénnen, die 
nach alkalischer Hydrolyse und katalytischer Hydrogenolyse ein Gemisch 
von y-Glutamyl-glycin und «-Glutamyl-glycin im Verhaltnis 10 :1 liefert. 
Das Gleiche fanden sie auch fiir die bis-Anhydroverbindung aus Cbo-«- 
L-Glutamyl-L-glutaminsiiure und Cbo-y-L-Glutamy}-L-glutaminsaure. 
Wir haben vor einiger Zeit eine Reihe von Glutaminsiurepeptiden 
synthetisiert? und konnten bei der alkalischen Verseifung der Cbo-a-L- 
Glutamyl-tripeptidester in jedem Fall eine nahezu vollstindige «—y- 
Transpeptidierung beobachten. Untersucht wurden folgende, in der 
Hauptsache iiber gemischte Anhydride und Phosphorazoverbindungen 
dargestellte Substanzen: 
I. Cho-«-L-Glutamyl-y-methylester-glycyl-L-glutaminsaure-diathylester 8, 8a ; 
II. Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure-triathylester ; 
III. Cho-y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure-triathylester ; 
IV. Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure-diathylester, dargestellt aus 
Cho-a-L-Glutamyl-glycinazid und L-Glutaminsaure-diathylester’ ; 
V. Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-asparaginsaure-triathylester ; 
VI. Cho-«-L-Diglutamyl-glycin-triathylester ; 
VII. Cho-Glycyl-«-L-glutamyl-L-glutaminsaure-trimethylester. 
5 A. R. Battersby u. J. C. Robinson, J. chem. Soc. [London] 1955, 259. 
6 J. Kovacs, K. Medzihradszky u. V. Bruckner, Acta chim. Acad. Sci. 
hung. 6, 183 [1955]. 


7M. Lieflander, Dissertat. Gottingen 1958. 
8 B. Helferich, P. Schellenberg u. J. Ullrich, Chem. Ber. 90, 700 [1957]. 
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Unter den im experimentellen Teil dieser Arbeit (Abschnitt II, 5d) 
angegebenen Versuchsbedingungen wandelte sich II (Schmp. 121°) be 
der alkalischen Verseifung offensichtlich vollstindig in das y-Isomere um. 
Denr nach der iiblichen katalytischen Hydrogenolyse in wiBrig-metha- 
nolischer Lésung erhielt man eine Verbindung, die im Rgy-Wert*, in 
ihrem elektrophoretischen Verhalten, im Schmelzpunkt, der Kristall- 
form und dem Ultrarotspektrum ganz und gar der aus III (Schmp. 92°) 
durch alkalische Verseifung und katalytische Hydrogenolyse gewonnenen 
Substanz entsprach. Auch nach Auftragen von 150 y Tripeptid erhielt 
man in beiden Fallen nur einen einzigen ninhydrinpositiven Fleck auf 
dem Papierchromatogramm, der einen niedrigeren Rgjy-Wert besaB als 
das aus Cbo-x-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsiiure-tribenzylester  ge- 
wonnene reine «-Tripeptid (s. Tab. 1). Bruckner und Mitarbeiter® 
haben beobachtet, dab optisch reine Poly-x-Glutaminsiuren ebenso wie 
Gelatine und Edestin in alkalischer Lésung schon bei Zimmertemperatur 
schnell racemisieren und dafi man diesen Mifstand durch vorheriges 
Zufiigen von frisch bereitetem Kupfer(I1)-hydroxyd beheben kann. Da 
offenbar die Bewahrung der Stereokonfiguration und die Verhiitung einer 
partiellen oder auch yollstaindigen Isomerisierung (x~y-Transpepti- 
dierung) zwei innig miteinander verbundene Erscheinungen darstellen, 
versuchten wir unter Verwendung frisch dargestellten Kupfer(II)- 
hydroxyds die Verseifung des Cbo-x-L-Glutamy]-glycyl-L-glutaminsaure- 
triithylesters so zu leiten, dafs man nach der katalytischen Hydrogeno- 
lyse reines «-Tripeptid erhalten wiirde. Das gelang nicht: die papier- 
chromatographische Analyse des Endproduktes ergab zwei ninhydrin- 
positive Flecken, deren Rgiy-Werte den fiir y- und g-L-Glutamyl- 
glycyl-L-glutaminsiure gefundenen Werten entsprachen, wobei letztere 
schitzungsweise in einer Menge von 20—30°, vorlag**. Nach der 
alkalischen Verseifung und katalytischen Hydrogenolyse von I er- 
hielten wir neben einer schwachen Verunreinigung vom Rgjy-Wert 
gréfer als 100 (Laufmittel A; s. Tab. 1) einen Hauptfleck Rgiy 59 
(entsprechend y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsiure). Auch IV ergab 
einen stark gefiirbten Fleck Rg, 59, daneben aber noch einen 
schwicher gefirbten, Rg, 81, entsprechend z-L-Glutamyl-glycyl-L- 
glutaminsiiure. 


® V. Bruckner, J. Kovacs u. K. Kovacs, Acta chim. Acad. Sci. hung. 3, 
361 [1953]; J. chem. Soc. [London] 19538, 1512. 

9a V. Bruckner, A. Kotaiu. K. Kovacs, Acta chim. Acad. Sci. hung. 21, 
427 [1959]. Die Autoren haben die alkalische Verseifung des Benzoyl-diglycyl-«-L- 
glutamyl-glycin-benzylamid-y-methylesters untersucht und gefunden, daB die 
wahrend der Verseifung erfolgende «>y-Transpeptidierung stark zuriickgedrangt 
werden kann, wenn man die Lauge in Gegenwart von Kupfer(II)-hydroxyd ein- 
wirken laBt. — Diese Anmerkung konnte erst bei der Korrektur hinzugefiigt werden, 
da uns die erwahnte Arbeit erst Anfang April zuganglich war. 

* Papierchromatographische Wanderungsgeschwindigkeit, bezogen auf Glu- 
taminsiure = 100. 
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Offensichtlich entstand aus V durch alkalische Verseifung ebenfalls 
die entsprechende y-Verbindung, denn nach Abspalten des Cbo-Restes 
mit Bromwasserstoff (32°, in Eisessig) erhielten wir auf dem Chromato- 
gramm einen ninhydrinpositiven Fleck Rg, 38 (Laufmittel B), wihrend 
die reine «-L-Glutamy|-glycyl-L-asparaginsiure aus dem entsprechenden 
Cbo-Tripeptid-benzylester den Rgi,-Wert 60 besaB. 

Ferner galt es festzustellen, ob auch bei der Verseifung reiner Cbo-«- 
oder -y-Dipeptidester Isomerengemische auftreten. Die Untersuchung 
wurde mit Hilfe der Papierchromatographie durchgefiihrt, die es er- 
méglicht, bei Auftragen von Mengen zwischen 100 und 150 y Verunreini- 
gungen noch bis zu 1°, erkennen zu kénnen. Sehr gute Trennungen 
zwischen «- und y-Peptiden lieBen sich bei Verwendung von Butanol/Kis- 
essig/Wasser 4: 1: 1 (A) und Pyridin/Eisessig/Essigester/Wasser 5:1:5:3 
(B) als Laufmittel auf Papierbogen 2043b (Schleicher & Schiill) ab- und 
aufsteigend erzielen. Die x-Peptide wanderten dabei stets schneller als 
die y-Peptide. Zur Kontrolle fiihrten wir noch papierelektrophoretische 
Untersuchungen in einem Citratpuffer von px 4,0 durch. Hier liefen die 
y-Peptide den «-Peptiden voraus. 

Durchgetestet wurden Substanzen, die nach drei verschiedenen Me- 
thoden dargestellt waren. Bei der ersten Methode?® fiihrten Reaktionen 
zwischen Aminosiiureester-hydrochloriden und Cbo-L-Glutaminsiure- 
anhydrid zunichst zu einer Mischung aus «- und y-Isomeren, in der das 
a-Isomere iiberwog. Auf Grund der Unterschiede in den pg-Werten der 
Carboxylgruppen war es méglich, durch fraktionierte Extraktion mit 
verdiinnter Sodalésung das x-Isomere sauber abzutrennen. Die auf diesem 
Weg gewonnenen «-Peptide und ihre Derivate sind geniigend charakteri- 
siert 1° und sollen daher nicht im experimentellen Teil beschrieben werden. 
Ausgehend vom Cbo-y-L-Glutaminsiure-methyl- bzw. -aithylester wahl- 
ten wir fiir die Darstellung der Cbo-«-L-Peptid-methyl- bzw. -ithylester 
den Weg iiber die gemischten Anhydride! und zogen fiir die Synthese 
der Cho-y-L-Peptid-aithylester unter Verwendung von Cbo-«-L-Gluta- 
minsaure-athylester die Phosphorazomethode heran?. 

Alle in Tab. 1 genannten Peptide waren chromatographisch. véllig 
einheitlich, auBer y-L-Glutamyl-L-asparaginsiure. Die Verunreinigung 
(etwa 5%) dieses Peptides ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB es 
wegen seiner Schwerléslichkeit in kaltem Wasser mit heiBem Wasser vom 
Katalysator abgelést werden muBte; bekanntlich werden y-Peptide 
schon durch kochendes Wasser hydrolytisch gespalten}’. 


Die bisherigen Versuche lassen vermuten, daB bei héheren Peptiden, 
die Glutaminsiure enthalten, durch alkalische Verseifung «—y-Trans- 
peptidierungen auftreten kénnen. 


10 W. J. Le Quesne u. G. T. Young, J. chem. Soc. [London] 1950, 1954. 
11 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]. 

22 St. Goldschmidt u. Ch. Jutz, Chem. Ber. 89, 518 [1956]. 

13 D. A. Rowlands u. G. T. Young, J. chem. Soc. [London] 1952, 3937. 
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Synthesen iiber Benzylester 
Durch Verwendung der Cbo-Peptid-benzylester erspart man den 
Schritt der alkalischen Verseifung, da bei der katalytischen Hydrogeno- 
lyse in 90—99proz. Essigsiure bzw. waiBrigem Athanol beide Schutz- 
gruppen abgespalten werden. Deshalb synthetisierten wir unter Ver- 
wendung der Mixed-Anhydrid-Methode die in Tab.1 aufgefiihrten 


Tab. 1. Wanderungsgeschwindigkeiten der Peptide bei der Papierchromatographie 
(A) Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 bzw. (B) Pyridin/Eisessig/Essigester/Wasser 
5:1:5:3, bezogen auf die Laufstrecke von Glutaminsaiure = 100. 

















1. Vers.-Beact Rejy-Wert* 
Peptid — aan eT Lésungsmittelgemisch 
A B 
RGM SEEAURD 55 Sh Geis oess eo %s 1,12 — 59 
GGEV-TGIN gw es ss 14 91 86 
L-Leu-L-Glu ...... J,10 320 337 
eaeGiu-Gly .... > Liste 90 76 
o-L-Glu-L-Leu ..... L3; 1112 316 296 
a-L-Glu-L-Tyr ..... I,4 196 265 
a-L-Glu-L-Asp ..... 1,6; Ii1,3 94 74 
a-L-Glu-n-Glu. ..... 1,5; III,4 122 103 
y-L-Glu-Gly Sit I,2; II,1 69 56 
y-L-Glu-t-Leu ..... IL? 259 238 
y-L-Glu-L-Asp** : II,3 66 47 
y-L-Glu-t-Glu. . .... II,4 77 a 
«-L-Glu-Gly-t-Glu. . . . 1 By 81 84 
y-L-Glu-Gly-t-Glu*** . . TII,5 59 56 
y-L-Glu-Gly-L-Glu. . . . I,8; I1,5 59 56 
a-L-Glu-Gly-L-Asp. . . . 1,9 — 60 


* Durchschnittswert aus je 10 Einzelwerten. 
** Enthielt noch eine zweite Substanz (etwa 5%) mit Rgjy 102 (A). 


*** Ausgangssubstanz Cbo-a-L-Glu-Gly-L-Glu-triithylester. 


a-Peptide sowie y-L-Glutamyl-glycin und y-L-Glutamyl-glycyl-L-gluta- 
minsaure tiber ihre Cbo-«- bzw. -y-Peptid-benzylester. Von den Di- 
peptiden abgesehen, zeigte auch das Tripeptid «-L-Glutamyl-glycyl-L- 
glutaminsaure (Schmp. 168°) keinerlei Anzeichen einer x>y-Transpepti- 
dierung. Lediglich y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsiiure (Schmp. 134 
bis 140°) ergab auf dem Chromatogramm einen zweiten, schwicheren 
Fleck vom Rgy-Wert 31 (A). Vielleicht handelt es sich hierbei um die 
entsprechende Imidverbindung, 


CH,—CO,H 
H,N—CH—Co CH, 
bu, \ NH—CH,—CO—NH—CH— cog 
bu, 


zumal die Abspaltung in 96proz. Essigsiure durchgefiihrt wurde. 
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Zum sogenannten Cofaktor der Carbonanhydratase 


Die Carboanhydratase (CA) ist ein zinkhaltiges Ferment, das zuerst 
aus roten Blutkérperchen isoliert wurde!*. Van Goor?! berichtete, wie 
er unter Verwendung sekundiiren Calciumphosphats das Ferment in 
einen thermostabilen und thermolabilen Anteil spalten konnte, von denen 
jeder fiir sich praktisch inaktiv war. Erst wenn er beide wieder zusam- 
mengab, erhielt er die urspriingliche Aktivitiét des Fermentes zuriick. 
Keller? bestiitigte diese Befunde und isolierte ein Zinktripeptid. Es soll 
die Konstitution einer y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsiure haben?$, 
selbst keinerlei CA-Aktivitiit besitzen, wohl aber die Aktivitit verdiinnter 
Fermentlésungen erhéhen. Aktivitiitsmessungen mit dem nach van 
Goor dargestellten thermolabilen Faktor verliefen nicht zufrieden- 
stellend. 

Nach ausfiihrlichen Versuchen mit CA verschiedener Herkunft* 
kénnen wir die Ergebnisse Kellers nicht bestitigen. Wir konnten weder 
nach der von ihm angegebenen Vorschrift noch durch Elektrodialyse 
eine Substanz isolieren, die als ein Zink-Glutamyltripeptid-Komplex an- 
zusehen war. Dariiber hinaus haben wir versucht, die Eigenschaften der 
von Keller postulierten Verbindung mit von uns synthetisch darge- 
stellten Zinkkomplexen von Tripeptiden, die aus 2 Molekiilen Glutamin- 
siiure und 1 Molekii! Glycin bestehen, zu vergleichen. Dabei standen die 
Zinkkomplexe der «- und y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsiure im Vor- 
dergrund des Interesses. 

Fiir einen 1:1-Tripeptid-Zinkkomplex der oben erwihnten Struk- 
tur errechnet man ein Molekulargewicht von 396,7 (Summenformel 
C,.H,,N,0,Zn). Daraus ergeben sich folgende Analysenwerte : C 36, 37%, 
H 4,22%, N 10,61°%, Zn 16,5°%%, die wir auch nach angestrengten Be- 
miihungen nicht ganz erreichen konnten, weil wir stets Zinkkomplexe 
mit anhaftendem Kristallwasser bekamen, das auch nach intensivem 
Trocknen iiber P,O,; nur zum Teil verloren ging. Der Rest Wasser war 
erst unter Inkaufnahme einer gleichzeitigen Zerst6rung des Komplexes 
zu entfernen, eine Erfahrung, die wir auch an einer ganzen Anzahl syn- 
thetisch dargestellter Zink-Glutamyldipeptid-Komplexe machen konn- 
ten!’. 

Zur Darstellung der Zinkkomplexe setzten wir die Di- und Tri- 
peptide mit frisch bereitetem Zinkhydroxyd in waBriger Lésung um und 
isolierten die gut in Wasser léslichen Verbindungen, indem wir die Re- 
aktionslésungen langsam bis fast zur Trockne einengten oder aus einer 
relativ konzentrierten Lésung mit Methanol bzw. Aceton fillten. Durch 


14 Zusammenfassender Bericht von H. Gibian, Angew. Chem. 66, 249 [1954]. 
1S H. van Goor, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 64, 313 [1945]. 

16 H. Keller, Habilitationsschrift Aachen 1956. 

17 M. Lieflander, Diplomarb. Gottingen 1957. 

* CA aus Ochsenblut; von der Fa. Schering Berlin (210 Schering Einh./mg) 
und CA der Fa. Mann, New York, etwa 1200 Philpot Einh./mg. 
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stéchiometrische Umsetzung der Zinkkomplexe der «- bzw. y-L-Glutamy]- 
glycyl-L-glutaminsiure mit Bariumhydroxyd erhielten wir ein ebenfalls 
in Wasser gut lésliches Bariumsalz des jeweiligen Zinkkomplexes, das 
erst nach Zugabe von viel Athanol ausfiel. Bei Anwendung eines Uber- 
schusses an Bariumhydroxyd fiel Zinkhydroxyd aus. 

Uber die Natur der Bindung zwischen Zink und CA ist nichts be- 
kannt, man wei nur, daB sie sehr fest ist (Austauschversuche mit radio- 
aktivem ®Zink 18). Auch durch Dialyse sowohl intakter als auch infolge 
langeren Stehenlassens inaktivierter CA konnte das Zink nicht entfernt 
werden !9, 

Fiir die hier und |. c.? beschriebenen Di- und Tripeptide der Gluta- 
minsiure ergab sich bei pu 7,2 ein relativ geringes Zinkbindungsvermégen 
das nur wenig iiber dem der Glutaminsiure lag (Tab. 2), wie Messungen 
nach einer von Weitzel und Schaeg® entwickelten Methode gezeigt 


haben. 


Tab. 2. Das relative Zinkbindungsvermégen von Glutamylpeptiden fiir Zink bei 
pu 7,2 und einer Ligandkonzentration 0,02m. Werte der relativen Stabilitat von 
0 bis 100; 0 = fehlende, 100 = maximale Extinktionsabnahme. 








Peptid Extinktion rel. Stabilitat 
Glutaminsaure 0,341 29 
Glutamin 0,309 36 
Gly-L-Glu 0,320 35 
L-Leu-L-Glu 0,321 35 
a-L-Glu-Gly 0,335 32 
y-L-Glu-Gly 0,288 42 
L-Glu(NH,)-Gly 0,345 29 
a-L-Glu-L-Leu 0,332 33 
y-L-Glu-L-Leu 0,292 40 
a-L-Glu-L-Glu 0,285 44 
y-L-Glu-L-Glu 0,293 41 
a-L-Glu-L-Asp 0,291 43 
a-L-Glu-Gly-L-Glu 0,280 47 
y-L-Glu-Gly-L-Glu 0,286 45 
a-L-Glu-Gly-L-Asp 0,263 50 








Einen weiteren Anhaltspunkt fiir die Stabilitit dieser Zinkkomplexe 


4 


erhielten wir durch Messung ihrer elektrischen Leitfihigkeit?°. 


Wir gaben zu 10 ml 0,02m Zinkacetat 10 m/ einer 0,02m Di- bzw. Tripeptid- 
lésung, wobei je nach Ausma8 der Komplexsalzbildung die auf eine 0,01m Zink- 
acetatlésung bezogene Leitfahigkeit A, auf einen Wert /, absinkt. Die Differenz 
A = 4,—A, ist ein relatives MaB fiir die Stabilitat des Zinkkomplexsalzes (A, 
27 - 10-5 Siemens). 

18 R. Tupper, R. W. E. Watts u. A. Wormall, Biochem. J. 50, 429 [1952]. 
19 D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 
20 L. Birkofer u. I. Hartwig, Chem. Ber. 90, 260 [1957]. 
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Tab. 3. Leitfahigkeitsdifferenz (bei 25° und pq-Werten um 4,8). 








Peptid | 4 | Peptid A 
Glutaminsaure 2,1 «-L-Glu-L-Leu 1,0 
Glutamin 2,3 | y-L-Glu-t-Leu 2,5 
Gly-t-Glu 1,0 | o-L-Glu-t-Glu 2,0 
L-Leu-L-Glu 1,5 | y-L-Glu-L-Glu 3,3 
a-L-Glu-L-Tyr 1,5 | «-L-Glu-L-Asp 3,5 
a-L-Glu-Gly 1,0 | y-L-Glu-L-Asp 4,0 
y-L-Glu-Gly 3,0 | «-L-Glu-Gly-L-Glu 0,5 

y-L-Glu-Gly-L-Glu 0,6 











Die Werte liegen alle nahe um den fiir Glutaminsiure gemessenen 
Wert. Es fiillt auf, daB die A-Werte der y-Verbindungen stets etwas 
hoher liegen als die der «-Verbindungen. 

Gb es sich bei dem in der Literatur*! erwaihnten hitzebestindigen, 
gegen Alkali- und Siuren resistenten Aktivator definiert um eine che- 
mische Substanz oder um mehrere handelt und ob dieser Aktivator den 
Charakter eines Cofermentes besitzt, ist nach wie vor eine offene 
Frage. 


Herrn Professor Dr. Dr. K. Thomas (Géttingen) gilt mein besonderer Dank 
fiir seine stets groBziigige Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 
I. Peptide der Glutaminsiure iiber die Benzylester 


a) Aminosaiurebenzylester-hydrochloride: Die Verbindungen 1—4 
wurden nach Miller und Waelsch” durch Veresterung mit Benzylalkohol unter 
Einwirkung von Benzolsulfosiure dargestellt; Tyrosinbenzy!ester-hydrochlorid 
gewann man in guter Ausbeute und Reinheit nach Erlanger und Hall®’, die an 
Stelle von Benzolsulfosiure Polyphosphorsaure verwandten. 


Tab. 4. Angaben iiber die Benzylester-hydrochloride der unter B aufgefiihrten 
L-Aminosauren. 
































7 YN 25 ** Ausb. 
Nr. B_ | Mol.-Gew. Ber. | Gef. [oc]?* cs Schmp. (°% d. Th.) 
1 | Gly 201,7 6,93 | 6,93 — _— 130° 64 

2 | Leu 257,6 5,54 | 5,52 | — 8,2° 2,31* 129° 58 

3 | Glu 363,8 3,90 | 3,94 | +10,8° 2,42 92° 62 

4 | Asp 349,6 4,02 | 4,24 | + 0,439) 2,31 118° 69 

5 | Tyr 307,8 4,54 | 4,09 | —22,9° | 1,01* 205° 71 


* Gelést in 0,in HCl. | 
** cy gelést in 96 proz. Athanol. 


21H. van Goor, Enzymologia [Den Haag] 18, 73 [1949], u. zwar S. 113. 
22H. K. Miller u. H. Waelsch, J. Amer. chem. Soc. 74, 1092 [1952]. 
23 B. F. Erlanger u. R. M. Hall, J. Amer. chem. Soc. 76, 5781 [1954]. 
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b) Cho-y-Lt-Glutaminsaure-benzylester: »-L-Glutaminsaure-ben- 
zylester stellten wir nach Clayton* dar; die Carbobenzoxylierung geschah nach 
Hanby und Mitarbeitern*®. Nadeln vom Schmp. 76—78° aus CCl,. [«]j>: —7,1° 
(c = 2,40 in 96proz. Athanol). 


Cy9H,,NO, (371,4) Ber. C 64,67 H5,70 N3,76 

Gef. C 64,80 H5,46 N 3,72 
c) Cho-a-L-Glutaminsaur2-benzylester: Diese Verbindung wurde nach 
Sachs und Brand? dargestellt, wobei von gréBeren Ansaitzen ausgegangen wurde. 
Die Substanz fallt aus den meisten organischen Lésungsmitteln, in denen sie léslich 
ist, als Gallerte aus, die noch sehr viel Lésungsmittel gebunden enthalt. Erst bei 
langerem Trocknen iiber P,O, bei 1 Torr und 60° verliert die Verbindung das an- 
haftende Lésungsmittel vollstandig. Dennoch waren der Schmelzpunkt und die 
Analysen noch nicht ganz zufriedenstellend. Klumpige Kristalle, Schmp. 95—99°. 

Ausb. um 60% d. Th. 
Cy9H,,NO, (371,4) Ber. C 64,67 H5,70 N 3,76 
Gef. C 65,03 H5,73  N 3,78 


1. «-L-Glutamyl-glycin 


a) Cho-«-L-Glutamyl-glycin-dibenzylester: 2,4 ml Tri-n-butylamin 
(10 mMol) wurden einer Lésung von 3,71 g (10 mMol) Cbo-y-L-Glutamin- 
saiure-benzylester in 20 ml Dioxan zugefiigt, die Lésung auf +5° abgekiihlt 
und 0,95 ml Chlorameisensdure-athylester (10 mMol) zugegeben. Man bewahrte 
das Reaktionsgemisch 30 Min. bei 5° auf und gab dann 25 m/ einer auf 5° gekiihlten 
Dioxanlésung hinzu, die 2,61 g (13 mMcl) Glycin-benzylester-hydrochlorid 
und 2,4 ml Tri-n-butylamin enthielt. Uber Nacht bewahrte man das Reaktions- 
gemisch bei 5° auf, fiigte 100 ml Essigester und 150 ml 0,5n HCl hinzu, schiittelte 
kraftig durch und trennte die waBr. Phase ab. Die organische Phase wusch man 
nacheinander mit 0,5n HCl, Wasser und 5proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung, 
trocknete sie iber Natriumsulfat und dampfte im Vak. ein. Ausb. 3,6 g (71% d. Th.). 
Das Rohprodukt wurde zweimal aus Essigester unter Zusatz von Petroléther um- 
kristailisiert. Feinkristallines Pulver vom Schmp. 92°. Gut léslich in Chloroform, 
Essigester, Dioxan, Athanol, loslich in Ather, unloslich in Petrolather. [«]*°: 
—14,6° (c = 3,40 in 99proz. Essigsaure). 


CypHyoN,0, (518,5) Ber. C 67,17 H5,83 N 5,40 
Gef. C 67,25 H5,97 N 5,56 


b) Freies Dipeptid 

«) 2,6g (5 mMol) des vorgenannten Cbho-Peptid-benzylesters wurden in 
100 ml 90proz. Essigséure gelést, 500 mg Palladium-Aktivkohle (10% Pd) hinzu- 
gefiigt und unter Riihren 6—8 Stdn. ein Wasserstoffstrom durch die Lésung geleitet. 
Danach wurde der Katalysator abfiltriert, die Essigsiure im Vak. bei einer Bad- 
temperatur von 35° abdestilliert, der dlige Riickstand in wenig Wasser aufge- 
nommen und mit viel Athanol gefallt. Die abfiltrierten Kristalle léste man noch 
einmal in wenig heiBem Wasser und gab soviel siedend heiBes Athanol hinzu, bis 
eine schwache Triibung auftrat. Nach kurzer Zeit fielen schén ausgebildete Nadeln 
aus. Ausb. 720 mg (69% d.Th.). Schmp. 176°. Chromatographisch rein. [«]*°: 


+74,0° (c = 2,73 in Wasser); Lit.: [«]??: +80,3° (c = 2,3 in Wasser + 1 Aquiv. 
HCl)?’, [«]*8: +12,0° (c = 2,0 in Wasser) ?*. 


24 PD. W. Clayton, G. W. Kenner u. R. C. Sheppard, J. chem. Soc. [Lon- 
don] 1956, 371. 

25 W.E. Hanby,S.G. Waley u.J.Watson,J.chem. Soc. [London] 1950, 3239. 

26 H.Sachs u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 75, 4610 [1953]. 

27 W. GraBmann u. F. Schneider, Biochem. Z. 278, 452 [1934]. 
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C,H,,.N.O; (204,2) Ber. 41,17 H5,92 N 13,72 

Gef. C 41,33 H5,94 N 13,72 

B) 2,6 g (5 mMol) Cbho-Peptid-dibenzylester wurden in 200 ml Athanol gelost, 

50 ml Wasser, 5 ml Eisessig und 500 mg Pd-Aktivkohle zugefiigt und durch das 

kraftig geriihrte Gemisch 6 Stdn. Wasserstoff geleitet. Aufarbeitung wie unter «). 

Ausb. 78%, d. Th., Schmp. 176°. Chromatographisch rein. [«]?: + 72,2° (c = 2,26 

in Wasser). 

C,H,,N,0,; (204,2) Ber. N 13,72 Gef. N 13,61. 


2. y-L-Glutamyl-glycin 
a) Cho-y-L-Glutamyl-glycin-dibenzylester: Ansatz und Methode wie 
unter la); Ausgangssubstanz Cbo-«-L-Glutaminsdure-benzylester. Nach 
der iiblichen Aufarbeitung wurde der élige Riickstand noch einmal direkt mit einer 
10proz. Na,CO,-Lésung geschiittelt, mit Wasser gewaschen und dann im Vak. 
iiber P,O, getrocknet. Aus Essigester/Petrolather klumpige Kristalle vom Schmp. 
110°. [«]?>: —3,4° (c = 2,39 in 96proz. Essigsaure). 
CyyHz9N,0, (518,5) Ber. C 67,17 H5,83 N 5,40 
Gef. C 66,90 H5,95 N 5,34 
b) Freies Dipeptid: Abspaltung der Schutzgruppen wie unter 1b,f) in 
waBr. Athanol. Ausb. 76%, d.Th., Schmp. 192°. Chromatographisch rein. Zur 
Analyse wurde 15 Stdn. bei 90° und 1 Torr itiber PO; getrocknet. [«]j>: + 4,0° 
(c = 2,02 in Wasser); Lit.: [«]}f: +10,2° (c = 2,0 in Wasser)?®, [«]\#: + 11,1° 
(c = 2,52 in Wasser) ?°. 


C,H,,N,O, (204,2) Ber. N 13,72 Gef. N 13,69 


3. «-L-Glutamyl-L-leucin 
a) Cbho-a-L-Glutamyl-L-leucin-dibenzylester: Wie unter la) be- 
schrieben, aus 3,71 g Cbho-y-L-Glutaminsaure-benzylester und 3,35 g 
(13 mMol) L-Leucin-benzylester-hydrochlorid. Die Verbindung wurde aus 
Essigester unter Zugabe von Petrolather bei —12° umkristallisiert. Klumpige 
Kristalle vom Schmp. 46°. Ausb. 2,82 g (49% d. Th.). Gut léslich in allen iiblichen 
organ. Lésungsmitteln auBer in Petrolather. [«]?>: —25,7° (c = 2,86 in 99proz. 
Essigsaure). 
C,3H3,N,0, (574,6) Ber. C 68,96 H6,66 N 4,88 
Gef. C 68,74 H6,64 N 4,80 
b) Freies Dipeptid: 2,9 g (5 mMol) der eben beschriebenen Verbindung 
wurden wie bei 1b) in Essigsiure 8 Stdn. katalytisch hydrogenolysiert und das 
Peptid aus heiBem Wasser umkristallisiert. Glanzende, sich fettig anfiihlende 
Blattchen vom Schmp. 197°. Ausb. 960 mg (73% d. Th.). Schwer léslich in Athanol 
und kaltem Wasser. Chromatographisch einheitlich. [x]}?: +1,0° (¢ = 2,06 in 
In HCl); Lit.1°: [a]!§: +8,6° (¢ = 1,75 in Wasser, das 1 Mol HCl enthielt). 


C,,H, NO; (260,3) Ber. (50,74 H7,74 N 10,75 
Gef. C51,27 H7,96 N 10,81 


4. x-L-Glutamyl-L-tyrosin 
a) Cho-«-L-Glutamy]-L-tyrosin-dibenzylester: Ausgehend von 3,71 g 
Cbho-y-L-Glutaminséure-benzylester und 4,0g (13mMol) t-Tyrosin- 
benzylester-hydrochlorid erhielt man 4,8 g (76% d. Th.) eines feinkristallinen 
Pulvers. Umkristallisiert aus Essigester unter Zusatz von Petrolather. Schmp. 94°. 


88 P. J. Fodor, A. Miller, A. Neidle u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 
208, 991 [1953]. 
29 W. J. Le Quesne u. G. T. Young, J. chem. Soc. [London] 1950, 1959. 
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Gut léslich in Chloroform, Essigester, Dioxan, Athanol, Ather, nahezu unldéslich 


in Petrolather. [«]}?: —9,9° (c = 3,22 in 99proz. Essigsaure). 

CygH,,N.0, (624,6) Ber. C 69,15 H5,81 N 4,49 

Gef. C 69,15 H5,84 N 4,46 
Yreies Dipeptid: Aus 3,1 g (5 mMol) des Cho-Peptidesters erhielt man durch 
katalytische Hydrogenolyse 1,16 g eines feinkristallinen Pulvers, das, zweimal aus 
heiBem Wasser umkristallisiert, Blattchen vom Schmp. 186—187° ergab. Chromato- 
graphisch rein. [a]?5: + 22,9° (c = 2,18 in InHCl); Lit.: [«]}?: + 30,1° (c = 2,3 
in Wasser + 1 Aquiv. HCl)®°, [a]}?#: + 27,3° (c = 2 in Wasser + 5 Aquiv. HC1)*4. 

C,4H,,N,0, (310,3) Ber. (54,15 H5,84 N 9,02 

Gef. C 54,59 H6,01 N 9,04 


5. «-L-Glutamyl-L-glutaminsaure 
a) Cho-«-L-Glutamyl-L-glutaminsaure-tribenzylester: Dargestellt 
aus 3,71 g Cbo-y-L-Glutaminsaure-benzylester und 4,7g (13 mMol) 
L- Glutaminsaure- dibenzylester- hydrochlorid. Ausb. 4,85 g (72% d. Th.). 
Grobklumpige Kristalle, die zweimal aus Essigester/Petrolather umkristallisiert 
wurden. Schmp. 98°. Gut léslich in Athanol, Dioxan, Essigester, Chloroform, léslich 
in Ather, unldslich in Petrolather. [«]?>: —11,8° (c = 3,11 in 99proz. Essigsaure). 


CygH,,N.O, (680,7) Ber. C 68,80 H5,92 N4,1] 
Gef. C 68,68 H5,89 N 4,20 


b) Freies Dipeptid: Aus 3,4 g (5 mMol) erhielt man durch 8—9stdg. Hy- 
drogenolyse 1,02 g (74°% d. Th.) Dipeptid. Zweimal aus Wasser unter Zusatz von 
Athanol umkristallisiert. Scheiben vom Schmp. 178°. Chromatographisch rein. 
[a]?5: +16,8° (c = 2,96 in Wasser); Lit.: [«]}?: +19,9° (c = 2 in Wasser + 
1 Kaiti. HCl)*, [a]?#: +18,2° (c = 2 in 0,5n HCl)**. 

C1 >H,,N.O, (276,1) Ber. C 43,48 H5,84 N 10,15 
Gef. C 43,78 H5,78 N 10,10 


6. «-L-Glutamyl-L-asparaginsaure 
a) Cho-«-Lt-Glutamyl-L-asparaginsaure-tribenzylester: 3,71g Cbo- 
y-L-Glutaminsaure-benzylester wurden mit 4,52g (13mMol) L- Asparagin- 
saure-dibenzylester-hydrochlorid umgesetzt. Man erhielt 5g einer gut 
kristallisierten Verbindung, die aus Essigester unter Zusatz von wenig Petrolather 
umkristallisiert wurde. Prismen vom Schmp. 132°. Léslich in Chioroform, Dioxan, 
Essigester, wenig léslich in Athanol, unléslich in Petrolather. [«]?>: 0° (c = 2,81 
in 99proz. Essigsaure). 
C3,H3,N.0, (666,7) Ber. C 68,60 H5,74 N 4,21 
Gef. C 68,67 H5,99 N 4,24 


b) Freies Dipeptid: Durch 9stdg. Hydrogenolyse erhielt man aus 3,3 g 
(5 mMol) des Cho-Peptidesters 959 mg Dipeptid (74°, d. Th.). Zweimal aus Wasser 
unter Zugabe von Athanol umkristallisiert, Nadeln vom Schmp. 188°. Chromato- 
graphisch rein. [a]?>: + 34,1° (c = 1,49 in Wasser) ; Lit.'°: [x]}*: + 30,2° (c = 2,32 
in Wasser). 
C)H,,N,O, (262,2) Ber. C 41,22 H5,38 N 10,68 
Gef. C 41,54 H5,56 N 10,64 
30 M. Bergmann, L. Zervas, L. Salzmann u. H. Schleich, diese Z. 224, 
17 [1934]. 
31 H. Zahn u. K. Ziegler, Liebigs Ann. Chem. 610, 132 [1957]. 
32M. Bergmann u. L. Zervas, Chem. Ber. 65, 1192 [1932]. 
33 H. Sachs u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 75, 4608 [1953]. 
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7. a-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure 

a) Glycyl-L-glutaminsiure-dibenzylester-hydrobromid: Man liste 
10,4 g (20 mMol) Cho-Glycyl-L-glutaminséure-dibenzylester in 25 ml 
einer 32 proz. Lésung von HBr in absol. Eisessig und bewahrte die Lésung unter 
FeuchtigkeitsausschluB 1 Stde. bei Zimmertemperatur auf. Dann gab man 250 ml 
absol. Ather hinzu, bewahrte das Gemisch 12 Stdn. bei —12° auf, goB den Ather 
vom hygroskopischen Riickstand ab, wusch diesen einigemale mit absol. Ather, 
nahm ihn in 50 ml Chloroform auf und filtrierte die Lésung iiber ein Kohlefilter. 
Nach mehrfachem Umfillen aus Chloroform mit Ather erhielt man eine weiBe, 
stark hygroskopische Substanz. Die Ausbeute war nahezu quantitativ. 


b) Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure-tribenzylester: 

7,42 g (20mMol) Cho-y-L-Glutaminséure-benzylester wurden in 100 ml 
Chloroform gelést, 2,8 mi Triithylamin hinzugefiigt, die Lésung auf —10° ab- 
gekithlt und mit 2 m/ Chlorameisensaure-athylester versetzt. Nach 15 Min. erfolgte 
die Zugabe einer auf —10° vorgekiihlten Lésung von 9,3 g (20 mMol) Glycyl-t- 
glutaminsaure-dibenzylester-hydrobromid in 50ml Chloroform und 
3,0 ml Triathylamin. Die Lésung lie8 man noch 1 Stde. bei —10°, dann 12 Stdn. 
bei Zimmertemperatur stehen, destillierte das Chloroform im Vak. ab, nahm den 
dligen Riickstand in 200 mi Essigester auf, wusch diesen nacheinander zweimal mit 
je 50 ml 2n HCl, Wasser und 5proz. Natriumhydrogencarbonatlésung, trocknete 
ihn iiber Na,SO, und dampfte das Lésungsmittel im Vak. ab. Der élige Riickstand 
wurde in Essigester gelést und durch Zugabe von Petrolather gefallt, der Nieder- 
schlag kristallisierte nach einigen Tagen. Ausb. 4,9 g (679% d. Th. ). Schmp. 74—76°. 
Léslich in Chloroform, Essigester, Dioxan, rere Athanol, wenig léslich in Ather, 
unléslich in Petrolather. [x }??: :-—6, ,2° (c = 2,11 in 96proz. Athanol). 


C,,Hy3N,0,9 (737,8) Ber. (66,73 H5,87 N5,69 
Gef. C 66,77 H5,89 N5,57 


c) Freies Tripeptid: 3,69 g (5 mMol) der eben beschriebenen Verbindung 
wurden in 150 ml 90proz. Essigsdure katalytisch hydrogenolysiert. Nach der iib- 
lichen Aufarbeitung nahm man den Riickstand in Wasser auf und fallte mit Athanol, 
wobei zunachst eine farblose Ge’lerte ausfiel. Nach mehrfachem Umkristallisieren 
aus Wasser/Athanol, zuletzt aus Wasser/Aceton erhielt man Nadeln vom Schmp. 
168°. Chromatographisch rein. Ausb. 990 mg (58% d. Th.). Die Substanz wurde zur 
Analyse 50 Stdn. bei 80° und 1 Torr iiber P.O; getrocknet. [«]{}: + 44,2° (¢ = 2,84 
in Wasser) ; Lit.8@: [x]#?: +44,5° (c = 2,90 in Wasser). 


C,2H,9N,0, (333,3) Ber. (43,24 H5,75 N 12,62 
Gef. C 43,30 H5,80 N 12,57 


8. y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure 


a) Cho-y-L-Glutamyl-glycyl-ut-glutaminsaure-tribenzylester: 
Ansatz und Darstellung wie unter 7b). Ausgangssubstanz: Cho-a-L-Glutamin- 
siure-benzylester. Aufarbeitung wie unter 1a) beschrieben. Ausb. 63% d. Th., 
umkristallisiert aus Essigester/Petrolither, klumpige Kristalle vom Schmp. 68°. 
Léslich in Chloroform, Essigester-Dioxan, Pyridin, Essigsiure, warmem Athanol; 
unléslich in Ather und Petrolather. [~]}? : —4,0° (c = 2,49 in 99proz. Essigsaure), 


[«]?§ : —17,1° (c = 2,33 in 99proz. Athanol). 


C4,H,3N,0,, (737,8) Ber. (66,73 H5,87 N5,69 
Gef. C 66,39 H5,80 N5,76 


b) Freies Tripeptid: Abspaltung und Aufarbeitung wie unter 7c). Man 
erhielt in einer Ausb. von 74°, d. Th. ein feinkristall. Pulver vom Schmp. 134—140°. 
Auf dem Chromatogramm erhielt man 2 ninhydrinpositive Flecke vom R,),-Wert 
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59 und 31 (A). Zur Analyse trocknete man 16 Stdn. bei 100° und 1 Torr iiber 
P,O5. [«]?? : —1,8°(c = 2,23 in Wasser); Lit.*#: []?} : —1,1°(¢ = 5,68 in Wasser). 


C,5H,yN,O, (333,3) Ber. € 43,24 H5,75 N 12,62 
Gef. © 43,40 H5,70 N 12,76 


9. «-L-Glutamyl-glycyl-L-asparaginsdure 


a) Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-asparaginsaure-tribenzylester: 
Aus 7,42g (20mMol) Cbo-y-L-Glutaminsadure-benzylester und 9,2 ¢ 
(20 mMol) Glycyl-L-aspar aginsaure- dibenzylester-hydrobromid (weiBes, 
hygroskopisches Pulver), umgesetzt nach 7b). Ausb. 8,2 g (58°, d. Th.) eines weiBen, 
kristallinen Pulvers vom Schmp. 124°. Léslich in Dioxan, Essige ester, Chloroform, 
100 proz. Essigsdure, in — Athanol, kaum léslich in Ather, unléslich in 
Petrolather. [«]}? : +1,7° (c = 2,37 in 99proz. Essigsaure). 


CyoH4:N30y9 (723,7) Ber. N 5,80 Gef. N 5,73 


b) Freies Tripeptid: Abspaltung und Aufarbeitung wie unter 7c) he- 
schrieben. Ausb. nach mehrfachem Umkristallisieren aus Wasser- Athylalkohol 67°%, 
d. Th.; Schmp. 145°. Chromatographisch-rein, nach saurer Hydrolyse erhielt man 
Glutaminshure, Asparaginsdure und Glycin. Nach 12stdg. Trocknen tiber P,O, bei 
1 Torr und 110° besaB die Substanz folgenden Stickstoffwert : 


(,,H,;N,0, + 1H,O (337,2) Ber. N 12,48 Gef. N 12,47 


10. t-Leucyl-L-glutaminsaure 


a) Cbo-L-Leucyl-L-glutaminsaure-dibenzylester: Dargestellt nach 
der eben beschriebenen Methode aus 10,6 g (40 mMol) Cbo-L-Leucin und 14,6 g 
(40 mMol) Lt-Glutaminsaure-dibenzylester-hydrochlorid. Ausb. 15,9 g 
(69°, d. Th.). Aus Essigester kugelige Kristalle vom Schmp. 80°. Unléslich in Petrol- 
ather, léslich in Ather, Dioxan, Athanol, Essigester und Chloroform. [o}#> : —24,1° 


(c = 2,56 in 95proz. Athanol), [a]? : —20,0° (c = 2,14 in 99proz. Essigsaure). 


Cy3HssN.O, (574,6) Ber. C 68,96 H6,66 N 4,88 
Gef. C 68,80 H6,69 N4,93 


b) Freies Dipeptid: Man befreite 2,82 g (5 mMol) des Cbo-Peptidesters von 
den Schutzgruppen und erhielt nach Umkristallisieren aus heiBem Wasser Nadeln 
vom Schmp. 216—217°. Ausb. 62% d.Th. Chromatogramm einwan:*‘rei.[x]?} : +9,8° 
(c = 1,65 in In HCl); Lit.**: [«]}}: +10,5° (ce = 2 in ln HC). 


C,,Hy»N.O; (260,3) Ber. C 50,74 H7,74 N 10,75 
Gef. C 51,12 H7,79 N 10,80 


11. Glycyl-L-glutaminsaure 


a) Cbo-Glycyl-L-glutaminsaure-dibenzylester: In eine auf —10° 
abgekuhlte Lésung von 1,74 m/ PCl, in 150 m/l absol. Pyridin gab man unter 
Schiitteln 14,6 g (40 mMol) L-Glutaminsaure-dibenzylester-hydrochlorid 
und bewahrte das Reaktionsgemisch 20 Min. bei Zimmertemperatur auf. Nach 
Zugabe von 8,4 g (40 mMol) Cbo-Glycin erh'tzte man das Gemisch 3 Stdn. auf 
dom Dampfbad, destillierte dann das Pyridin im Vak. ab, nahm den braungelben 
dligen Riickstand in 200 m/ Essigester auf, wusch diesen nacheinander mit je 
100 ml 2n HCl, Wasser und 5proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung, trocknete 
iiber Na,SO, und erhielt. nach Abdampfen des Lésungsmittels im Vak. ein gelb 
gefarbtes Ol. Dieses wurde in Athanol gelést und mit Kohle behandelt. Danach 


34 EF. L. Smith u. N. B. Slonim, J. biol. Chemistry 176, 835 [1948]. 
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war das Ol nur noch schwach gelb gefarbt und kristallisierte nach einigen Tagen. 
Klumpige Kristalle vom Schmp. 58°. Unldslich in Petrolather, schwer léslich in 
heiBem Ather, léslich in Athanol, Essigester, Dioxan und Chloroform. Ausb. an 
Rohprodukt rama’ (82%, d. Th.). [a]?9: —17,9° (c = 2,07 in 96proz. Athanol), 
[«]?? : —0,5° (c = 2,51 in 99proz. Essigsaure). 


Cr9H;)N.0, (518,5) Ber. C 67,17 H5,83 N 5,40 
Gef. C 66,96 H5,87 N 5,51 
b) Freies Dipeptid: Ausb. 810 mg (78% d. Th.) weiBes, hygroskopisches 
Pulver aus wenig Wasser unter Zusatz von viel Athanol durch Hydrieren von 2,59 g 


(5 mMol) des Cbho-Peptidesters. Chromatographisch rein. Zur Analyse wurde die 
Substanz 16 Stdn. bei 80° und | Torr iiber P,O, getrocknet. [«]?? : —5,9° (c = 4,74 
in Wasser); Lit.°5: [«]}) : —6,3° (c = 10 in Wasser). 


C;H,,N,O, (204,2) Ber. € 41,17 H5,92 N 13,72 
Gef. C41,55 H6,00 N 13,75 


12. Glycyl-L-asparaginsaure 
a) Cbho-Glycyl-L-asparaginsaure-dibenzylester: Dargestellt nach 11. 
aus 14g (40 mMol) L-Asparaginsiure-dibenzylester-hydrochlorid und 
8,2 g (40 mMol) Cbo-Glycin. Ausb. 16 g (80% d. Th.). Nadeln aus Essigester/Pe- 
trolather; Schmp. 84°, Lislich in Athanol, Dioxan, Chloroform,  Essigester, 100 proz. 
Essigséure, in siedendem Ather, unléslich in Petrolather. [x]? : + 9,19 (c = 2,43 
in 99proz. Essigsaure). 


CygH,,N,0, (504,5) Ber. C 66,65 H5,58 N5,55 
Gef. C 67,00 H5,53 N 5,42 


b) Freies Dipeptid: Abspaltung nach 1b, f). Ausb. 87% d. Th., bezogen 
auf das Monohydrat. Farblose Prismen aus Wasser/Alkohol umkristallisiert. Chro- 
matographisch rein. Zur Analyse 24stdg. Trocknen bei 100° und 1 Torr iiber 

O;. [x]jp: +4,2° (¢c = 2,36 in Wasser); Lit.9*: [a]? : +12,6° (c = 5 in Wasser). 


C,H,,N.O; (190,1) Ber. N 14,74% Gef. N 14,60 


II. y-Peptide der Glutaminsiure tiber Athylester 


Cho-a-L-Glutaminsaure-athylester: Frisch dargestelltes Cbo-t-Glu- 
taminsaure-anhydrid?® (35 g) wurde 1 Stde. mit 200 m/ absol. Athanol unter 
RiickfluB gekocht, das Lésungsmittel im Vak. eingedampft, der dlige Riickstand 
in Ather aufgenommen und nach Goldschmidt und Jutz®’ aufgearbeitet. Ausb. 
16—20 g. Klumpige Kristalle vom Schmp. 46—48°. [«]#? : —15,8° (c = 2,79 in 
96 proz. Athanol). 


C,;H,yNO, (309,3) Ber. N 4,52 Gef. N 4,70 


y-L-Glutamyl-glycin 


a) Cho-y-L-Glutamyl-glycin-diéthylester: Dargestellt wie unter 
I, lla) beschrieben aus 5,58 g (40 mMol) Glycin-athylester-hydrochlorid, 
1,74 ml PCI, und 12,37 g (40 mMol) Cho-a-t- Glutaminsaure- athylester. Nach 
Aufarbeitung des Reaktionsproduktes erhielt man ein farbloses Ol, das aus Essig- 


35 E. Fischer, W. Kropp u. A. Stahlschmidt, Liebigs Ann. Chem. 365, 
181 [1909]. 
36 W. GraBmann u. E. Wiinsch, Chem. Ber. 91, 449 [1958]. 
37 St. Goldschmidt u. Ch. Jutz, Chem. Ber. 86, 1116 [1953]. 
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ester unter Zusatz von Petrolather nach einigen Tagen kristallisierte. Ausb. 11,2 g 
(71%, d. Th.). Nadeln vom Schmp. 80°. [«}}? : —14,6°(¢ = 2,26 in 96 proz. Athanol), 


CigH,.N.O, (394,4) Ber. N7,10 Gef. N 7,14 


b) Cho-y-L-Glutamy]-glycin: 10 g des Cho-Peptidesters wurden in 25 ml 
Dioxan gelist’ und mit 25 ml 2n NaOH 2 Stdn. bei 20° verseift, die Lésung mit 
Essigsiure auf po 5 gebracht und wie iiblich aufgearbe itet. Feine Blattchen aus 
Essigester/Petrolather, Schmp. 159—161°. Ausb. 5,3 g (62°, d. Th.). [a]}? : —2,9° 
(c = 2,42 in 96proz. Athanol). 


C,sH,sN,O, (338,1) Ber. N 8,28 Gef. N 8,23 


c) Freies Dipeptid: 10 mMol (3,38 g) des Cho-Peptids wurden wie iiblich 
in waBr. Methanol mit Pd katalytisch hydrogenolysiert, das Filtrat im Vak. ein- 
geengt, der dlige Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und mit absol. Athanol 
gefallt. Ausb. 1,88 g (92% d. Th.). Schmp. 193—195° (Zers.), chromatographisch 
rein. Zur Analyse wurde 15 Stdn. bei 90° und 1 Torr iiber P,O0, getrocknet. 
[«]7? : +3,8° (c = 2,33 in Wasser); Literaturwerte s. 8. 44. 


C,H,.N,O, (204,2) Ber. N 13,72 Gef. N 13,74 


2. y-L-Glutamyl-L-leucin 


a) Cho-y-t-Glutamyl-x-leucin-diathylester: Durch Reaktion von 
7,78 g (40 mMol) L-Leucin- athylester-hy drochlorid mit 1,74 ml PCI, und 
i « (40 mMol) Cbho-«-.L- Glutaminsaure- athylester erhielt man 12,1 g 
(67%, d. Th.) der gewiinschten Verbindung. Nadeln aus Essigester/Petrolather, 
Schmp. 64—66°, Unléslich in Petrolather, gut léslich in den iiblichen org. Lésungs- 
mitteln. [«]?> : —28,6° (c = 2,33 in 96 proz. Athanol). 


CysHs,N,0, (450,5) Ber. N6.21 Gef. N6,11 


b) Cho-y-L-Glutamyl-t-leucin: Aus 6,2 g des Esters, die in 15 ml Dioxan 
gelést waren und mit 15 m/ 2n NaOH nach der Vorschrift von 1b) verseift wurden, 
erhielt man einen zahfliissigen Sirup, der nach wochenlangem Aufbewahren unter 
Petrolather kristallisierte. Ausb. 3,43 g (64°, d. Th.). Schmp. 86—88°. [«]#> : — 9,6° 
(c = 2,52 in 96proz. Athanol). 


C,9H,.N,O, (394,4) Ber. N7,12  Gef. N 6,96 


c) Freies Dipeptid: 3,94 g (10 mMol) Cbo-y-L-Glutamyl-L-leucin wurden 
wie iiblich katalytisch hydrogenolysiert. Nach Fallen aus Wasser mit Aceton er- 
hielt man 2,02 g (78% d. Th.) y-L-Glutamyl-L-leucin, das einen Schmp. von 196 
bis 198° (Gelbfarbung) besaB8. Chromatographisch rein. Trocknete man das Peptid 
15 Stdn. bei 80° und 1 Torr iiber P. 205 so farbte es sich kanariengelb. [«]}) : —10,6° 
{c = 2,37 in 0,5n HCl); Lit.1*: [x]}? : —13,5° (¢c = 2,3 in Wasser). 


C,,H,)N.O, (260,3) Ber, N 10,75 Gef. N 10,65 


3. y-L-Glutamyl-L-asparaginsaure 


a) Cho-y-Lt-Glutamyl-L-asparaginsaure-triathylester: Man lieB 
13,47 g (60 mMol) L- Asparaginsaure-diathylester-hydrochlorid mit 2,61 ml 
PCl, und 18,5 g Cbo-a-L-Glutaminsaure-athylester reagieren und erhielt 
nach der gewohnten Aufarbeitung ein feinkristallines Pulver (Ausb. 22,1 g, 77% 
d. Th.), das nach Umkristallisieren aus Essigester/Petrolather in Form feiner, 
faseriger Nadeln vorlag und bei 78" schmolz. AuBer in Petrolather in den iiblichen 
organ. Lisungsmitteln léslich. [«]}?5 : —16,0° (c = 2,50 in 96proz. Athanol). 


CysHy.N,0, (480,5) Ber. N5,83  Gef. N 6,07 
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b) Freies Dipeptid: 4,8 g des Esters wurden in 15 ml Dioxan gelést und 
2 Stdn. bei 20° mit 15 m/ 2x NaOH verseift. Das aufgearbeitete Produkt war ein 
Ol, das auch nach wochenlangem Aufbewahren nicht kristallisierte und deshalb 
gleich der unter 1c) geschilderten katalytischen Hydrogenolyse unterworfen wurde, 
wobei schon im Verlauf der Abspaltreaktion eine weiBe Substanz ausfiel, die nur 
durch viel heiBes Wasser vom’ Katalysator abgewaschen werden konnte und nach 
dem Fallen mit Athanol iiber P,O, getrocknet wurde. Ausb. 1,4 g (54% d. Th., 
bez. auf den eingesetzten Cbo-Peptid-ester). Das Peptid enthielt Kristallwasser, das 
auch nach 48stdg. Trocknen bei 80° und 1 Torr iiber P,O, nicht vollig zu entfernen 
war. Feinkristallines Pulver vom Schmp. 214—218° (Zers.). Das Chromatogramm 
enthielt eine schwache Verunreinigung. [«]}?: +11,4° (c = 2,63 in 0,5n HCl); 
Lit.?®: [«]}? : +19,5° (c = in Wasser, das 1 Mol HCl enthielt). 


C,H,,N,0,-1H,O (280,2) Ber. N 9,96 Gef. N 10,15 


4. y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure 


a) Cho-y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure-triathylester: Aus 9,6¢ 
(40 mMol) L-Glutaminsaure-diathylester-hydrochlorid, 1,74 ml PCl, und 
12,37 g (40 mMol) Cbho-«-L-Glutaminsaure-athylester. Ausb. 14,2 g (72% 
d. Th.). Nach Umkristallisieren aus Ather Schmp. 88°. Unléslich in Petrolather, 
loslich in Ather, Essigester, Chloroform und Athanol. [«]}> : —23,1° (c = 2,11 in 
96 proz. Athanol). 
C,,H,,N,0, (494,5) Ber. N 5,66 Gef. N 5,63 


b) Freies Dipeptid: 4,94 g des Cbo-Peptidesters wurden in 15 ml Dioxan 
gelést und mit 15 m/ 2n NaOH 2 Stdn. bei 20° verseift. Da man das Verseifungs- 
produkt nicht kristallisieren konnte, wurde es in waBr.-methanol. Lésung hydro- 
genolysiert. Nach Eindampfen der vom Katalysator abfiltrierten Lésung nahm man 
den éligen Riickstand in wenig Wasser auf und fallte mit absol. Athanol. Ausb. 1,6 g 
58% d. Th., bez. auf den eingesetzten Cho-Peptidester). Da das Peptid noch Kristall- 
wasser enthielt, wurde es zur N-Analyse 24 Stdn. bei 100° und 1 Torr iiber P,O, 
getrocknet. Feine Nadeln vom Schmp. 194°. [«]#> : —7,6° (c = 2,62 in Wasser); 
Lit.**: [x]#} : +3,8° (c = 1—2 in 0,5 n HCl). 


C,9H,,NO, (276.1) Ber. N10,15 Gef. N 10,15 


5. y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure 


a) Cho-Glycyl-L-glutaminsaure-diathylester: Dargestellt aus 20g 
L-Glutaminsaure-diathylester-hydrochlorid, 3,8 m/ PCI, und 17,6 g Cbo- 
Glycin. Man erhielt ein zahfliissiges farbloses Ol, 28 g (84°, d. Th.), das nach 
einigen Tagen durchkristallisierte. Nach mehrfachem Umkristallisieren aus Essig- 
ester/Petrolather klumpige Kristalle vom Schmp. 48°. [«]f? : —5,5° (¢ = 2,19 in 
96 proz. Athanol). 

CipH,,N.O, (394.4) Ber. N 7,10 Gef. N 7,15 

b) Glycyl-L-glutaminsiure-diathylester-hydrochlorid: Dargestellt 

aus a) in Anlehnung an eine Vorschrift von Prelog und Wieland®®. Die Ausbeuten 


lagen im allgemeinen auch bei gréBeren Ansatzen zwischen 60 und 70% d. Th. 
Schmp. 115—116°. [«]?? : —12,9° (c = 2,01 in 96proz. Athano)). 


C,,H»)N,0; - HCl (296,8) Ber. N9,44 Gef. N 9,37 


c) Cho-y-t-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure-triathylester: «) Un- 
ter Verwendung der in I,la) beschriebenen Methode erhielt man bei einem Ansatz 


38 V. Prelog u. P. Wieland, Helv. chim. Acta 29, 1128 [1946]. 
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von 5,93 g (20 mMol) Glycyl-L-glutaminsaure-diathylester-hydrochlorid 
0,87 ml PCL, und 6, 18 g (20 m Mol) Cbho-«-L-G eneminadere- athy lester die 
gewiinschte Verbindung in einer Ausbeute von 8,12 g (74°, Th.). Nadeln aus 
Essigester/Petrolather, Schmp. 92°. [«]#? : —10,4° (¢ = 2,20 in 96 proz. Athanol). 
CygH3;N,0,5 (551.6) Ber. (56,61 H6,76 N 7,62 
Gef. C 56,70 H6,84 N 7,72 


B) Dieselbe Verbindung, dargestellt in Anlehnung an die Vorschrift I, 7b) aus 
6,18 g (20 mMol) Cbho-«-L-Glutaminsaure-athylester und 5,93 g (20 mMol) 
Clycyl-L-glutaminsaure-diathyl-ester- hydrochlorid. Ausb. 7,56 g (69°, 
d. Th.). Nadeln aus Essigester/Petrolather vom Schmp. 92°. [«]}>: —11,1° (¢ = 
2,80 in 96 proz. Athanol). 


Cy¢Hs,Nj0,9 (551,6) Ber. N 7,62 Gef. N 7,65 


d) Cho-y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure: 5,51 g (10 mMol) des 
Triathylesters wurden in 15 m/l Dioxan gelést und 2 Stdn. bei 20° mit 15 ml 2n 
NaOH verseift. Danach siuerte man die Lésung mit Eisessig auf py 4,8 an, dampfte 
sie schnell und schonend im Vak. bis zur Trockene ein und extrahierte den Riick- 
stand mit insgesamt 200 m/ Essigester/Athanol 1:1. Dabei blieb Natriumacetat 
zum Teil zuriick. Durch erneutes Eindampfen im Vak. erhielt man eine weiBe, feste 
klebrige Masse, die noch nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Ausb. 
3,7 g (80% d. Th.). 

e) Freies Tripeptid: 1,87 g (4 mMol) des Cbo-Peptids wurden wie iiblich 
katalytisch in waBr.-methanol. Lésung hydrogenolysiert, der Verdampfungsriick- 
stand des Filtrats 7 wenig Wasser aufgenommen und mit viel Athanol gefallt. 
Ausb. 970 mg (72% d. Th.). Unter dem Mikroskop erschien die Substanz in Form 
flacher, runder Scheiben vom Sc hmp. 136—146° (Zers.). Das Chromatogramm ergab 
auch bei Verwendung zweier verschiedener Cadena dlasedivendiedie nur einen ein- 
zigen Fleck. Zur Analyse trocknete man die Substanz 48 Stdn. bei 80° und 1 Torr 
iiber P,O;. [x ]}}? : —2,1° (c = 2,40 in Wasser). 

C,.H,.N,0, (333,3) Ber. C 43,24 H5,75 N 
Gef. C 43,31 H5,75 N 


III. a-Peptide iiber Methyl- und Athylester 


Die folgenden Verbindungen wurden nach der unter I, 7b) beschriebenen 

Methode dargestellt. 
1. «-L-Glutamyl-glycin 

a) Cho-a-L-Glutamyl-glycin-dimethylester: Ansatz 11,8 g (40 mMol) 
Cbho-y-L-Glutaminsaéure-methylester®® und 5,0g (40 mMol) Glycin-me- 
thylester-hydrochlorid. Ausb. 10,8 g (74°, d. Th.). Aus Essigester/Petrolather 
farblose Prismen vom Schmp. 94°. [«]#? : —19,8° (c = 1,56 in 96proz. Athanol). 

C,,H,.N,0O, (366,3) Ber. N 7,64 Gef. N 7,54 


b) Cho-«-L-Glutamyl-glycin-diathylester: Bei einem Ansatz aus je 
50 mMol Cbho-y-L-Glutaminsaure-athylester*> und Glycin-athylester - 
hydrochlorid erhielt man die Verbindung in einer Ausb. von 74°, d. Th. Aus 
Essigester/Petrolather Blattchen vom Schmp. 87°. [x]j?: —12,5° (¢ = 2,55 in 
96 proz. Athanol). 
C,9H,,N,O, (394,4) Ber. N7,10 Gef. N 7,25 


39 R. A. Boissonnas, St. Guttmann, P.-A. Jaquenoud u. J.-P. Waller, 
Helv. chim. Acta 88, 1491 [1955]. 
4* 
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c) Cho-«-L-Glutamyl-glycin: Durch Verseifen von 3,94 g (10 mMol) des 
Diathylesters mit 10 m/ 2x NaOH in Dioxan bei 20° (2 Stdn.) erhielt man 2,41 g 
(72%, d. Th.) feine Nadeln, die nach mehrfachem Umbkristallisieren aus Athanol/ 
Essigester/Petrolather einen Schmp. von 142—146° besaBen. [«]}?>: —10,1° 
(c = 2,55 in 96proz. Athanol). 


C,5H,,N.O, (338,1) Ber. N 8,28 Gef. N 8,25 


d) Freies Dipeptid: 1,7 g des Cbo-Peptids wurden wie iiblich in waBr.- 
methanol. Lésung, die etwas Hisessig enthielt, 4 Stdn. katalytisch hydrogenolysiert 
und aufgearbeitet. Durch vorsichtiges Fallen aus heiBem Wasser mit heiBem 
Athanol erhielt man Nadeln vom Schmp. 176—178°. Chromatographisch rein. 
[a]? : +74,2° (c = 2,37 in Wasser); Literaturwerte s. S. 43. 


C,H,.N,O, (204,2) Ber. N 13,72 Gef. N 13,67 


2. a-L-Glutamyl-u-leucin 


a) Cho-a-Lt-Glutamyl]-L-leucin-dimethylester: 11,8 g (40 mMol) Cbho- 
y-L-Glutaminsaure-methylester und 7,28 g (40 mMol) L-Leucin-methyl- 
ester-hydrochlorid ergaben in einer Ausb. von 68% d. Th. Kristalle vom Schmp. 
61° (aus Essigester umkristallisiert). [«]7? : —21,7° (c = 2,53 in 96proz. Athanol). 


C,,H,)N,O0, (422.4) Ber. N 6,62 Gef. N 6,70 


b) Cho-x-Lt-Glutamyl-L-leucin-diathylester: Aus 12,4g (40 mMol) 
Cbho-y-Lt-Glutaminsaure-athylester und 7,8g (40mMol) tLt-Leucin- 
athylester-hydrochlorid erhielt man 11,2 g (62% d. Th.) eines feinkristallinen 
Pulvers vom Schmp. 62—64°. [a«]}? : —27,2° (c = 2,57 in 96proz. Athanol). 


C,3H;,N,0, (450,5) Ber. N6,21 Gef. N 6,08 


c) Freies Dipeptid: Nach der iiblichen Verseifung und katalytischen Hy- 
drogenolyse erhielt man glanzende Blattchen vem Schmp. 192°. Chromatographisch 
rein. [«]7? : +5,0° (c = 2,17 in 0,5n HCl). Literaturwerte s. 8. 44. 


C,,H»,N.O; (260,3) Ber. N10,75 Gef. N 10,63 


3. «-L-Glutamyl-L-asparaginsaure 


a) Cho-e-L-Glutamy]l-L-asparaginsaure-trimethylester: Bei einem 
Ansatz von 14,8g (50mMol) Cbho-y-L-Glutaminsaéure-methylester und 
9,85 g (50 mMol) L-Asparaginsaiure-dimethylester-hydrochlorid erhielt 
man 15,2 g (69%, d. Th.) einer weiBen, kristallinen Substanz, die aus Essigester - 
Petrolither umkristallisiert wurde. Nadeln vom Schmp. 65°. [a]? : —13,4° 
(c = 2,37 in 96proz. Athanol). 


CypHsgN.O0, (438,4) Ber. N 6,40 Gef. N 6,64 


b) Cbho-a«-L-Glutamyl-L-asparaginsaure-triathylester: Ein Ansatz 
aus 9,27 g (30 mMol) Cho-y-L-Glutaminsaéure-athylester und 6,7 g (30mMol) 
L-Asparaginsaure-diathylester-hydrochlorid ergab 9,8 g (68% d. Th.) 
eines feinkristallinen Pulvers vom Schmp. 102°. [«]?': —13,9° (c = 2,29 in 96proz. 
Athanol). 

C.3H;,N,0, (480,5) Ber. N 5,83 Gef. N 5,94 


c) Cbho-a-L-Glutamyl-L-asparaginsadure: Verseifung in Dioxan mit 
2n NaOH. Die Ausbeute ergab 64%, d. Th. nach Umkristallisieren aus Essigester/ 
Petrolather. Schmp. 148°. [«]??: —5,9° (c = 2,69 in 96proz. Athanol). 


C,;H,)N.0, (396,3) Ber. N7,06 Gef. N 7,02 
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d) Freies Dipeptid: Aus 3,96 g (10 mMol) des Cbho-Peptids erhielt man 
durch katalytische Hydrogenolyse in waBr.-methanol. Lésung 2,24 g (86°, d. Th.) 
feine Nadeln vom Schmp. 188°. Chromatographisch rein. [%]}?: +20,6° (c = 2,32 
in 0,5n HCl); Literaturwerte s. 8S. 45. 

C,H,,N,0O, (262,2) Ber. N 10,68 Gef. N 10,42 


4. x-L-Glutamyl-L-glutaminsaure 
a) Cho-x-L-Glutamyl]-L-glutaminsaure-trimethylester: Ansatz 5,9¢ 
(20mMol) Cbho-y-L-Glutaminsiure-methylester und 4,2g (20 mMol) 
L-Glutaminsaure-dimethylester-hydrochlorid. Aus Essigester unter Zu- 
satz von Petrolather unregelmaBige, diinne Blattchen vom Schmp. 60°. Ausb. 8,7 g 
(61% d. Th.). [«]#>: —15,1° (c = 2,71 in 96proz. Athanol). 


C,,H,,N,O, (452.4) Ber. N 6,19 Gef. N 6,11 


b) Cbho-«-L-Glutamyl-L-glutaminséure-triathylester: Aus 12,4¢ 
(40 mMol) Cbho-y-Lt-Glutaminsaure-athylester und 9,6 g (40 mMol) L-Glu- 
taminsaure-diathylester-hydrochlorid. Ausb. 15,4 g (78°, d. Th.). Nach 
Umkristallisieren aus Essigester/Petrolather Nadeln vom Schmp. 96—97°. [x ]j): 
—22,3° (c = 2,24 in 96proz. Athanol). 
C.4H,,N,0, (494,5) Ber. N 5,66 Gef. N 5,71 


c) Cho-x-L-Glutamyl-L-glutaminsaure: Durch Verseifen von 4,94 g 
(10 mMol) des Cbho-Peptidesters. Ausb. 2,6 g (64°,, d. Th.). Nach Umkristallisieren 
aus Essigester Nadeln vom Schmp. 172°. [x]7?: —11,6° (c = 2,22 in 96proz. 


Athanol). 
C,gH»N,O, (410,2) Ber. N 6,83 Gef. N 6,83 


d) Freies Dipeptid: 2 g des Cho-Peptids wurden katalytisch hydrogenoly- 
siert. Aus Wasser erhielt man unter Zusatz von absol. Athanol scheibenférmige 
Kristalle vom Schmp. 178°. Ausb. 1,3 g (97% d. Th.). Chromatographisch rein. 
[a]#?: +20,0° (c = 2,50 in Wasser); Literaturwerte s. 8. 45. 


C1oH,.N.O; (276,1) Ber. N 10,15 Gef. N 10,10 


5. «,y-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure 


a) Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure-triathylester: Die- 
ser wurde nach II,5¢«) und II, 5c f) dargestellt, nur daB man jetzt an Stelle 
des Cho-«-L-Glutaminsaure-athylesters den Cho-y-L-Glutaminsaure- 
athylester verwenden muBte. Die Ausbeuten lagen zwischen 70 und 80°, d. Th. 
Nach mehrfachem Umbkristallisieren aus Essigester/Petrolather erhielt man in 
beiden Fallen Nadeln vom Schmp. 121°. [«]j?: —11,4° (c = 2,11 in 96proz. 
Athanol). 
CygH3;N;019 (551,6) Ber. C 56,61 H6,76 N 7,62 

Gef. C 56,53 H6,79 N 7,65 


b) Cho-«-L-Glutamyl-glycyl-L-glutaminsaure: Die Verseifung des 
Cbo-Peptidesters wurde wie bei der entsprechenden y-Verbindung (II, 5 d) durch- 
gefiihrt und erbrachte auch hier eine feste, klebrige Masse, die man bisher nicht 
zur Kristallisation bringen konnte. 


c) Freies Tripeptid: Die Abspaltung der Cbo-Gruppe geschah wie unter 
II, 5e) beschrieben. Ausb. 910 mg (68% d. Th.). Mikroskopisch kleine , flache runde 
Scheiben vom Schmp. 136—146° (Zers.). Eigenartigerweise verhielt sich diese 
Substanz auch in anderen Eigenschaften (Ry-Wert, IR-Spektrum, Léslichkeit) wie 
das unter II, 5e) beschriebene Endprodukt. Das Chromatogramm zeigte nur einen 
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ninhydrinpositiven Fleck. Zur Analyse wurde die Substanz 48 Stdn. bei 80° und 
1 Torr iiber P,O; getrocknet. | «|? : —2,8° (c = 2,48 in Wasser). 


C,oH,yN,0, (333.3) Ber. (43,24 H5,75 N 12,62 
Gef. (43,19 H5,88 N 12,49 


Verseifung des Cbho-Peptidesters (a) in Gegenwart von Kupfer(II)- 
hydroxyd: 551 mg wurden in 1,5 ml Dioxan gelést, 134 mg frisch dargestelltes 
Cu(OH), zugefiigt und das Gemisch unter Schiitteln mit 1,5 ml 2n NaOH 2 Stdn. 
bei 20° behandelt. Die anfangs tiefblaue Farbe wurde dabei violett. Danach siuerte 
man das Gemisch mit Essigsiure auf py 4,8 an, wobei das iiberschiissige C u(OH), 
in Losung ging, erwirmte die Lésung auf 50° und fallte das Kupfer mit Hilfe einer 
aquimolaren Menge Thioacetamid. Das nach kurzer Zeit sich gut absetzende Kup- 
fersulfid wurde abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung im Vak. sofort einge- 
dampft und der Riickstand in Athanol aufgenommen. Nach abermaligem Kin- 
dampfen im Vak. léste man den iiber P,O; getrockneten, schmierigen Riickstand 
in einigen mi Eisessig, der 30°,, HBr e nthielt, gab nach 50 Min. sov iel Ather hinzu, 
bis nichts mehr ausfiel und ze entrifugierte den weiBen, sandigen Niederschlag ab. 
Das Chromatogramm ergab 2 ninhydrinpositive Flecken vom BR... -Wert 59 und 81, 


a Glu 
letzterer machte etwa 20 bis 30°,, aus. 


6. «, y-L-Glutamyl-giycyl-L-asparaginsaiure 


a) Cho-x«-L-Glutamyl-glycyl-L-asparaginsaure-triathylester: 
Durch Einwirkung von HBr in Eisessig auf Cbo- Glycyl-L-asparaginsaure- 
diathylester (farbloses Ol, dargestellt iiber die Phosphorazomethode) erhielt man 
ein gelbes Harz, das mit der berechneten Menge Cbho-y-L-Glutaminsiaure- 
athylester umgesetzt wurde. Bei einem Ansatz mit 40 mMol betrug die Ausbeute 
28 mMol (70°, d. Th.) an Rohprodukt. Zweimal aus Essigester/Petrolather um- 
kristallisiert. Feinkristallines Pulver vom Schmp. 68°. [«]j?: +4,9° (c = 2,06 in 
Dioxan). 

C,;H3;N;0,) (537,5) Ber. N 7,83 Gef. N 7,77 


b) Tripeptid-hydrobromid: 2,6 g des Cbo-Peptidesters wurden wie iiblich 
in Dioxan mit 2n NaOH verseift, die Lésung mit 2x HCl neutralisiert, im Vak. bis 
zur Trockene eingeengt und der élige Riickstand einigemale mit Athanol extrahiert. 
Nach Abdestillieren im Vak. erhielt man eine weiBe, feste Substanz, die nach dem 
Trocknen iiber P,O; mit HBr in Eisessig behandelt wurde. Nach Fallen und mehr- 
maligem Waschen mit Ather erhielt man ein feines, hygroskopisches Pulver, das 
zur Analyse bei 1 Torr iiber P,O; und KOH getrocknet wurde. Das Chromatogramm 
(aufsteigend, Laufmittel B) ergab einen Fleck vom R,,,,-Wert 38, wahrend «-L- 


Glutamyl-glycyl-L-asparaginsaiure aus Cho-Tripeptid- benny lester den F,,,,-Wert 60 
besaB. 
C,,H,,;N,0, - HBr (400,1) Ber. N 10,49 Gef. N 10,32 


7. Glyeyl-«-L-glutamyl-L-glutaminsaure-hydrobromid 


a) Cho-Glycyl-«-L-glutamyl-L-glutaminsaure-trimethylester: 
Aus Cho-«-L-glutamyl-L-glutaminsiure-trimethylester erhielt man nach 
Behandlung mit HBr in Eisessig ein weiBes, stark hygroskopisches Pulver. Dies 
wurde in der aquivalenten Menge mit 4,18 g (20 mMol) Cbho-Glycin umgesetzt. 
Ausb. 7,2 g¢ (69% d. Th.) eines feinkristallinen Pulvers vom Schmp. 78—80°. 
Léslich in Athanol, Dioxan, Chloroform, Essigester, nahezu léslich in Ather, un- 
léslich in Petrolather. [«]#? : —4,4° (c = 2,03 in Dioxan). 


CygH ,Nj0,9 (509,5) Ber. N8,24 Gef. N 7,99 


b) Tripeptid-hydrobromid: Verseift und aufgearbeitet wurde wie unter 
6b) beschrieben, mit HBr in Hisessig wie iiblich der Cbo-Rest abgespalten, das Tri- 
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peptid-hydrobromid mit Ather gefallt, einigemale damit gewaschen und bei 1 Torr 
iiber P,O; getrocknet. WeiBes, hygroskopisches Pulver. Chromatographisch fand 
man einen Fleck mit dem 2,,,,-Wert 90 (aufstgd., Laufmittel B), nach saurer Hy- 
drolyse Glycin und Glutaminsaure. 

C,oH,,N,O, * HBr (414.2) Ber. N 10,14. Gef. N 9,98 


8. «-L-Glutamyl-%-L-glutamyl-glycin 

a) Cho-x«-L-Glutamyl-«-L-glutamyl-glycin-triathylester: Aus 20 
mMol Cbo-y-L-Glutaminsaure-athylester und 20mMol «-L-Glutamyl- 
glycin-diathylester-hydrobromid. Ausb. an Rohprodukt 62°, d. Th. Zwei- 
mal aus Essigester/Petrolather umkristallisiert. Schmp. 136°. [x]}) : —21,6° 
{c = 2,17 in Dioxan). 

CgH3,N,0,, (551,6) Ber. N 7,62 Gef. N 7,63 

b) Tripeptid-hydrobromid: Nach Verseifung von 551 mg des Cho-Pep- 
tidesters in Dioxan mit 2x NaOH und der unter 6b beschriebenen Aufarbeitung 
erhielt man eine klebrige Masse, die, nach Trocknen iiber P,O,; (1 Torr), mit HBr 
in Eisessig behandelt wurde. Nach Fallen und haufigem Waschen mit Ather erhielt 
man eine feinpulvrige, hygroskopische Substanz, die zur Analyse iiber P,O; und 
KOH (1 Torr) getrocknet wurde. Das Chromatogramm ergab einen Fleck vom 
Regyy- Wert 46 (aufstg., Laufmittel B). 


C,H, )N,O, - HBr (414,2) Ber. N 10,14 Gef. N 10,01 


9. L-Glutaminyl-glycin 


a) Cho-L-Glutamin-cyanmethylester: Dieser wurde in Anlehnung an 
eine vonSchwyzer und Mitarbb.?° entwickelte Methode dargestellt. Dazu wurden 
11,2 g (40 mMol) Cbo-L-Glutamin®® (Schmp. 130°) 2 Stdn. mit 10 m/ Triathyl- 
amin und 8 ml Chloracetonitril auf 60° erwarmt, die braune zahfliissige Masse im 
Vak. von iiberschiissigem Chloracetonitril befreit, der Riickstand in 200 ml warmen 
Essigester aufgenommen, dieser mit 2n HCl, Wasser und 5proz. Natriumhydrogen- 
carbonat-Lésung gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Man verdampfte das 
Lésungsmittel im Vak., léste den Riickstand in heiBem Essigester und gab langsam 
bis zur Triibung Petrolather hinzu. Beim Abkiihlen fielen weiBe Kristalle vom 
Schmp. 135° aus. Die Ausb. betrug 9,8 g (77% d. Th.). 


C,;H,,N,0; (319.2) Ber. N 13,15 Gef. N 13,55 


b) Cho-Lt-Glutaminyl-glycin-athylester: 6,4 g (20 mMol) Cbo-L-Glu- 
tamin-cyanmethylester und 4,12 g (20 mMol) Glycin-athylester wurden 
in 100 mi Essigester heiB gelést und 2 Stdn. auf dem Dampfbad unter RiickfluB 
erhitzt. Die klare Lésung bewahrte man iiber Nacht bei —12° auf. Man erhielt so 
einen gallertigen Niederschlag, der abfiltriert und im Vak. getrocknet wurde. Zum 
Umkristallisieren benutzte man am besten ein Alkohol-Essigester-Gemisch und 
setzte bis zur Triibung Petrolather hinzu oder man liste die Substanz in der not- 
wendigen Menge kochenden Wassers. Schmp. 160°. Ausb. 5 g (699, d. Th.). 


C,7H.3N;0, (365,4) Ber. N 11,49 Gef. N 11,7€ 


c) Cho-L-Glutaminyl-glycin: 5 g des Cho-Peptidesters wurden in 20 ml 
Aceton gelést und 8,3 m/ 2x NaOH hinzugefiigt. Nach 90 Min. dampfte man das 
Aceton im Vak. ab, siuerte mit verd. HCl den Riickstand an und filtrierte die nach 
kurzer Zeit ausgefallenen Kristalle ab. Umkrist. aus heiBem Wasser. In groBen 
SpieBen und Drusen angeordnete Kristalle vom Schmp. 182°. Ausb. 89%, d. Th. 


C,sH,»N;0, (337,3) Ber. N 12,46 Gef. N 12,17 





40 R. Schwyzer, M. Feurer u. B. Iselin, Helv. chim. Acta 38, 83 [1955]. 
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d) u-Glutaminyl-glycin: Aus 3,25 g derCbo-Verbindung durch Hydrieren 

in waBr.-methanol. Lésung wurden 1.76 g (90°, d. Th.) in Nadeln und Prismen aus 

Wasser/Athanol vom Schmp. 173° (Zers.) erhalten. 

C,H,,N,0, (203,2) Ber. N 20,66 Gef. N 20,21 


Darstellung von Zink-Komplexen: Jeweils 2 mMol der in Tab. 5 ge- 
nannten Peptide wurden mit 4—5 mMol frisch gefialltem Zinkhydroxyd bei 
Zimmertemperatur umgesetzt, der Uberschu8 an Zinkhydroxyd sorgfialtig abfil- 
triert und das Filtrat langsam bei etwa 40° in flachen Schalen bis zur Trockne ein- 
geengt. Die so gewonnenen Zink-Komplexe fielen mit einer wechselnden Anzahl 
Wassermolekeln, die auch zum Teil nach sehr langem Trocknen bei 100° und 0,1 
Torr iiber P,O,; nicht ohne gleichzeitige Zerstérung des Komplexes entfernt werden 
konnten, an (I. ¢.!7). Das Gleiche fanden wir bei Zink-Komplexen, die aus konz. 
waBr. Losung mit Methanol bzw. Aceton gefallt waren. Die in Tab. 5 aufgefiihrten 
Zink-Komplexe sind gut wasserléslich, ihre berechneten Zink- und Stickstoffwerte 
beziehen sich auf wasserfreie 1: 1 Zink-Peptid-Komplexe. Zink wurde komplexo- 
metrisch nach Schwarzenbach", Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Zur 
Analyse trockneten wir die Komplexe 1.—10. 24 Stdn., die Komplexe 11.—15. 
6 Stdn. bei 100° und 1 Torr iiber P,O;. 


Tab. 5. Analysen der dargestellten Zink-Komplexe. 





Mol.- Ber. Gef. 
Gew. | Zn N Zn N 


~~ 


Komplex Bruttoformel 





‘;H,NO,Zn 210.5] 31,06] 6,65] 31,30} 6,92 


Glu-Zn 4 
.,0;Zn 267,6| 24,43] 10,46] 24,62] 10,62 
( 
) 


Gly-Glu-Zn 





a 
2. : 
3. | Leu-Glu-Zn HysN.O;Zn | 323,7] 20,20] 8,65] 20,22] 8,76 
4. | «-Glu-Gly-Zn ‘,H,)N,0;Zn 267,6| 24,43] 10,46] 22,91] 9,86 
5. | «-Glu-Leu-Zn 11H,,N,0,Zn 323,7} 20,20] 8,65] 19,63] 8,42 
6. | «-Glu-Tyr-Zn 14H,.N,0,Zn 373,7| 17,50} 7,49] 17,82} — 
7. | «-Glu-Asp-Zn ')H,.N,0,Zn 325,6| 20,08] 8,56] 26,10] 7,40 
8. | «-Glu-Glu-Zn 49H, 4N,0,Zn 339,5| 19,26] 8,24] 25,30] 7,35 
9. | «-Glu-Gly-Glu-Zn 12H, ,N,0,Zn 396,7| 16,48] 10,68] 22,21] 8,92 
10. | a-Glu-Gly-Asp-Zn 1H,;N,0,Zn 382,6| 17,09] 10,97] 16,58] 9,73 


H,)N.0;Zn | 267,6] 24,43] 10,46] 19,82] 9,63 
‘:H,.N.O;Zn | 323,7] 20,20] 8,65] 16,98] - 8,51 
H,,.N,0,Zn | 325,6| 20,08] 8,56] 24,62] 7,30 
14N,0,Zn | 339,5] 19,26] 8,24] 21,80] 7,40 
17N,0,Zn | 396,7]| 16,48] 10,68] 16,89] 10,31 


ll. | y-Glu-Gly-Zn 
12. | y-Glu-Leu-Zn 
13. | y-Glu-Asp-Zn 
14. | y-Glu-Glu-Zn 
15. | y-Glu-Gly-Glu-Zn 
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Zusammenfassung 


Im Hinblick auf den sogenannten, von H. Keller? !® isolierten 
Cofaktor der Carboanhydratase wurden einige a- und y-Di- und Tri- 
peptide der Glutaminsiiure im wesentlichen iiber gemischte Anhydride 
und Phosphorazoverbindungen synthetisiert. Bei der alkalischen Ver- 
seifung der Carbobenzoxy-a-L-glutamyl-glycyl-L-glutaminsiure-trime- 
thyl- bzw. -triiithylester trat eine nahezu vollstindige «~>y-Transpepti- 
dierung auf, die auch nicht nach Zugabe von frisch gefilltem Cu(OH), 
41 G. Schwarzenbach, Die komplexometrische Analyse, 1957, Ferd. Enke 
Verlag Stuttgart. 
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zum Verseifungsgemisch aufgehoben werden konnte. Die in dieser Arbeit 
beschrieberen ax- und y-Dipeptide der Glutaminsiure erlitten bei al- 
kalischer Verseifung ihrer Carbobenzoxy-methyl- bzw. -iithylester keine 
merkbare «>y-Transpeptidierung. Zur Darstellung reiner x- und y-Di- 
und Tripeptide erwies sich in den meisten Fiillen die Verwendung der 
Benzylester als besonders vorteilhaft. Nacharbeitungen der Keller- 
schen Versuche zur Isolierung des Cofaktors fiihrten zu keinem Erfolg. 
Die Eigenschaften der von ihm postulierten Substanz wurden mit syn- 
thetisch dargestellten Tripeptid-Zink-Komplexen verglichen. Aus Mes- 
sungen des relativen Zinkbindungsvermégens der hier genannten Peptide 
ersah man, da diese nur wenig stiirker zinkbindend sind als Glutamin- 
siiure selbst und keine Zinkaffinititen iiber das AusmaB gewoéhnlicher 


Peptide herausragen. 


Summary 


With regard to the so-called cofactor of carbonic anhydrase, iso- 
lated by Keller?: !8, some «- and y-di- and tripeptides of glutamic acid 
have been synthesised, mostly via the mixed anhydrides and phospho- 
azo compounds. During the alkaline saponification of the carbobenzoxy- 
a-L-glutamyl-glycyl-L-glutamic trimethyl and triethyl esters, there 
occurred an almost complete x—>y-transpeptidation, which could not be 
prevented even by the addition of freshly precipitated Cu(OH), to the 
saponification mixture. The x- and y-dipeptides of glutamic acid des- 
cribed in this paper underwent no detectable xy transpeptidation during 
the alkaline saponification of their carbobenzoxy-methyl and ethyl 
esters. The benzyl esters were found, in most cases, to be especially 
advantageous for the preparation of pure «- and y-di- and tripeptides. 
Attempts to isolate the cofactor by Kellerss method were without 
success. The properties of the substance isolated by Keller have been 
compared with those of synthetic tripeptide-zinc complexes. Measure- 
ments of the relative zinc binding capacity of these peptides showed, 
that their affinity for zinc is only slightly higher than that of glutamic 
acid itself and no greater than the majority of normal peptides. 


Dr. Manfred Lieflander, Medizinische Forschungsanstalt der Max-Planck- 
Gesellschaft, Gottingen, BunsenstraBe 10. 
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Der Stoffwechsel geschidigter Gewebe, XI! 
Pyridinnucleotid-, Milchséure- und Brenztraubensaéure- 
Konzentrationen in Lebern normaler und alloxan- 
diabetischer Mause nach Glucose- und Fructosebelastung * 
Von 


Klaus Thielmann, Horst Frunder, Giinter Richter und Hans Bérnig 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Miirz 1960) 


In der vorangegangenen Mitteilung! wurde gezeigt, daB die Konzen- 
tration an freier Glucose im intrazelluliren Leberwasser diabetischer 
Tiere héher ist als normal. Nach einer Glucosebelastung andert sich der 
Glucosespiegel in der Leber innerhalb bestimmter Grenzen unabhiangig 
von den Schwankungen im Plasmaglucose-Spiegel. Die diabetischen Ver- 
ainderungen werden kurze Zeit nach einer Insulingabe normalisiert. Zur 
Erklirung der diabetischen Befunde wurde eine durch Insulin beein- 
fluBbare Hemmung der Reaktion Glucose—~+Glucose-6-phosphat dis- 
kutiert. Zweck der vorliegenden Untersuchung war es, Befunde dariiber 
zu gewinnen, ob der beim Diabetes gestérte Glucoseumsatz durch herab- 
gesetztes Angebot an reduzierten Pyridinnucleotiden auf die Fettsiure- 
synthese riickwirkt oder nicht. Dieses ist von verschiedenen Autoren?-4 
teils angenommen und teilweise auch abgelehnt worden. 

Zur weiteren Klirung dieser Frage wurden enzymatische Bestim- 
mungen von DPN®, TPN®, DPNH und TPNH in der Leber vor und nach 
Glucose- und Fructosebelastung durchgefiihrt. Derartige Bestimmungen 
geben nur AufschluB iiber den Gesamtgehalt der Leber, denn diese 
Nucleotide sind ungleichmifbig auf die Leberzellfraktionen verteilt®, 


* Verwendete Abkiirzungen: DPN®, DPNH = oxyd. u. reduz. Diphospho- 
pyridinnucleotid; TPN®, TPNH = oxyd. u. reduz. Triphosphopyridinnucleotid; 
BTS = Brenztraubensiure; MS = Milchsiure; ADH = Alkohol-Dehydrogenase; 
EDTA = Athylendiamin-tetraacetat. 

1 X. Mitteil.: N. S6nnichsen, H. Frunder, H. Bérnig u. G. Richter, 
diese Z. 316, 209 [1959]. 

28. 8S. Chernik u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 188, 389 [1951]; 
8S. Abraham, K. J. Matthes u. I. L. Chaikoff, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 36, 556 [1959]; K. J. Matthes, S. Abraham u. I. L. Chaikoff, 
ebenda $7, 180 [1960]. 

3 E.Helmreich, H. Holzer, W. Lamprecht u. St. Goldschmidt, diese 
Z. 297, 113 [1954]; W. Lamprecht u. I. Trautschold, diese Z. 311, 245 [1958]. 

4 P. McLean, Nature [London] 183, 182 [1959]. 

5 G. E. Glock u. P. McLean, Exp. Cell Res. 11, 234 [1956]; K. B. Jacobson 
u. N. O. Kaplan, J. biol. Chemistry 226, 603 [1957]. 
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und die Konzentrationen, insbesondere der mitochondrialen Pyridin- 
nucleotid2, andern sich unabhingig von denen des Cytoplasmas®. Die 
Fettsiuresynthese ist im extramitochondrialen Raum der Zelle lokali- 
siert. Daher interessierten fiir die vorliegende Frage nur die Konzen- 
trationsinderungen in diesem Raum. Sie sind aber einer direkten Be- 
stimmung noch nicht ohne weiteres zugiinglich. Nach thermodynami- 
schen Uberlegungen? liBt sich jedoch der Redoxstatus der Pyridin- 
nucleotide in diesem Raum abschiitzen aus Bestimmungen der Kon- 
zentrationen einiger mit den Pyridinnucleotiden, insbesondere dem 
DPN-System, gekoppelter Metaboliten. Dazu ist nach |. c.? insbesondere 
der Quotient MS/BTS geeignet. Hierfiir sprechen auch die Befunde®, 
nach denen unter bestimmten Versuchsbedingungen BTS als Haupt- 
elektronenacceptor fiir die Oxydation von TPNH wirksam ist. Daher 
wurden auch MS- und BTS-Bestimmungen in der Leber durchgefiihrt. 

Da der extrazellulire Raum in der Leber normaler und alloxan- 
diabetischer Mause unterschiedlich gro8 ist, wurden die zuniichst pro g 
Leber ermittelten Werte umgerechnet in Konzentrationen pro ml intra- 
zellulirem Leberwasser, um bessere Vergleichsméglichkeiten fiir beide 
Versuchsgruppen zu haben. 


Methodik 


Versuchstiere waren weiBe Mause mit Gewichten zwischen 14 und 18 g. 
Sie wurden mit Standardfutterkuchen und Wasser ad libitum ernahrt. Zur Erzeu- 
gung des Alloxandiabetes erhielten die Tiere je 7—9 mg Alloxan in 0,3 ml bidest. 
Wasser subkutan. Bei 10 bis 30 °% der Tiere entwickelte sich nach zwei Tagen ein 
Diabetes mit Blutzuckerwerten zwischen 250 und 500 mg®%,. Diese Blutzuckerwerte 
hielten sich iiber drei Wochen annahernd konstant. 

Jeweils am vierten Tage nach der Alloxaninjektion kamen die Mause nach 
vorheriger Blutzuckerbestimmung® zum Versuch. 

Die Glucose- bzw. Fructosebelastung erfolgte durch s. c. Injektionen von 
0,7 ml einer 16proz. Lésung 30 Min. vor der Préparation der Leber. Bei den Insulin- 
versuchen wurde der Glucoselésung eine entsprechende Menge glucagonfreies In- 
sulin (Hoechst) zugesetzt. 


Bestimmung von DPNH und TPNH: Die Tiere wurden bei Zimmer- 
temperatur mit einem Scherenschlag unter dem Rippenbogen quer durchschnitten, 
die Lebern rasch herausprapariert und in einem mit Wasserdampf durchstromten 
doppelwandigen Glashomogenisator anschlieBend 90 Sek. homogenisiert. Als Ho- 
mogenisierungsmedium wurden 4 ml m/15 Phosphatpuffer von py 8 und bei 
92—95° verwendet. 

Die Zeit vom Durchschneiden des Tieres bis zum Beginn der Homogenisierung 
betrug 6—10 Sek. Das Homogenat wurde sofort in ein Reagenzglas gegossen und in 
einem Methanol-CO,-Bad rasch bis fast zum Einfrieren abgekiihlt. Der Homoge- 
nisator wurde mit 3 mi bidest. Wasser nachgespiilt und dieses dem Homogenat 





6 B. Chance u. B. Thorell, J. biol. Chemistry 234, 3044 [1959]; M. Klingen- 
berg u. W. Slenczka, Biochem. Z. 331, 486 [1959]; M. Klingenberg, W. Slen- 
ezka u. E. Ritt, ebenda 382, 47 [1959]. 

7H. J. Hohorst, F. H. Krenz u. Th. Biicher, Biochem. Z. 332, 18 [1959]. 
8 C. E. Wenner, J. biol. Chemistry 284, 2472 [1959]. 

®* H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
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zugefiigt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte im Kiihlraum bei 0—2°. Dort wurden 
nach nochmaligem Durchhomogenisieren 2 mal je 0,1 ml des Homogenates fiir die 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl entnommen und der Rest 10 Min. bei 
18000 x g zentrifugiert. Eine entsprechende Menge des klaren Uberstandes wurde 
zur DPNH- und TPNH-Bestimmung verwendet. In einigen Kontrollversuchen 
wurden die mit dieser Aufarbeitungsmethode erhaltenen Werte mit solchen ver- 
glichen, bei denen das Gewebe alkalisch aufgeschlossen wurde!®. Unterschiede 
zwischen beiden Aufarbeitungsmethoden waren nicht zu erkennen. Die Bestim- 
mung von DPNH erfolgte nach |. c.!! mit ADH aus Hefe (Boehringer). 
Der Testansatz hatte folgende Zusammensetzung: 


1 ml LeberaufschluB 

6 ml m/15 Phosphatpuffer, pu 6,5 

0,2 ml 5,6 proz. Acetaldehyd-Lésung, py > 4 
Start mit 0,005 ml ADH 

(340 mu, 2 em Lichtweg, Endvolumen 7,2 ml). 

Bei diesem Test war zu beriicksichtigen, daB in manchen Chargen des Fer- 
mentes infolge Anwesenheit geringer Mengen TPNH-spezifischer ADH ein Teil des 
im AufschluB vorhandenen TPNH mitreagieren kann?*. In solchen Falien ist daher 
die Messung nach dem steilen, durch DPNH bedingten Extinktionsabfall (etwa 
nach 10 Min.) abzubrechen. Der anschlieBende sehr flache Extinktionsabfall iiber 
weitere 20—40 Min. ist dem TPNH zuzurechnen. Bei diesem Vorgehen bleibt der 
Fehler durch Mitreagieren von TPNH vernachlassigbar klein. 

Die Teste wurden vor jeder Messung gut geriihrt, um Fehler durch bisweilen 
auftretende Sedimentation im Testansatz auszuschalten. 

Darstellung vonGlutathionreduktase aus Erbsenzur Bestimmung 
von TPNH: Dieses Ferment reagiert nicht mit DPNH. Seine Praparation erfolgt 
in Anlehnung an die Angaben von |. c.'° folgendermaBen: Trockene griine Saat- 
erbsen werden in einer Haushaltmaschine fein zermahlen und 20 g des Pulvers mit 
200 ml kaltem 0,1m Phosphatpuffer, py 6,7, etwa eine Stde. in der Kiihlzelle ge- 
rihrt und abzentrifugiert. AnschlieBend wird die Aktivitaét im Uberstand bei 
340 mu und 1 cm Lichtweg im folgenden Test gepriift: 

1,0 ml 0,1 m Phosphatpuffer, px 7,5 

0,2 ml TPNH-Lésung etwa 70 y TPNH enthaltend) 

0,1 ml Rohferment 

Start mit 0,05 ml oxyd. Glutathion (30 mg/ml, frisch bereitet). 

Bei hinreichender Aktivitat wird der Uberstand bis zu 40proz. Sattigung mit 
Ammoniumsulfat versetzt, der auftretende Niederschlag abzentrifugiert und ver- 
worfen. Dann wird stufenweise weiter gefallt. Die Hauptmenge an Aktivitat fallt 
zwischen 50 und 60° Sattigung. Diese Fraktion wird in einer eben zur Lésung 
ausreichenden Menge 0,1m Trispuffer, py 7,5 aufgenommen. Obwohl das Ferment 
als sehr hitzelabil beschrieben ist, kann ohne Aktivitatsverlust ein Erhitzungs- 
schritt angeschlossen werden, durch den eine groBe Menge FremdeiweiS entfernt wird. 
Dazu wird der in wenig Trispuffer aufgenommene Niederschlag zwischen 50—60%, 
(NH,), SO,-Sattigung mit 4 Vol. 1 proz. EDTA von py 7 verdiinnt und diese Lésung 
20 Min. im Wasserbad bei 46° gehalten. Die anschlieBende hochtourige Zentrifuga- 
tion im Kiihlraum liefert einen klaren Uberstand, der bei —20° mehrere Monate 
ohne Aktivitatsverlust aufbewahrt werden kann. Das so praparierte Ferment reagiert 
spezifisch mit TPNH. Mit DPNH findet auch bei 10fachem UberschuB iiber eine 





10 J. A. Barsham, L. M. Birt, R. Hemsu. U. E. Loening, Biochem. J. 73, 
491 [1959]. 

11 H. Holzer, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z. 297, 1 [1954]. 

12 H. Holzer, D. Busch u. H. Kréger, diese Z. 318, 184 [1958]. 

13, N. O. Kaplan, S. P. Colowick u. E. F. Neufeld, J. biol. Chemistry 
205, 1 [1953]. 
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gleichzeitig vorhandene TPNH-Menge keine Reaktion statt; ebenso, wenn man in 
Gegenwart von TPNH und DPNH zum Test BTS, Oxalessigsiure oder Dihydroxy- 
acetonphosphat zusetzt. Testet man mit diesem Ferment und oxydiertem Glu- 
tathion eine beliebige Menge TPNH, so ist der Extinktionsabfall ebenso groB wie 
im Testsystem mit Glutaminsiure-Dehydrogenase und «-Ketoglutarsaéure. Setzt 
man einem neutralisierten LeberaufschluB eine bestimmte Menge TPNH zu und 
testet mit Glutathionreduktase, so ergibt sich der gleiche Extinktionsabfall wie 
ohne LeberaufschluB, zuziiglich des TPNH-Gehaltes im LeberaufschluB selbst. Ein 
groBer UberschuB von DPNH bleibt auch im LeberaufschluB ohne EinfluB. Einsatz 
der doppelten Menge LeberaufschluB ergibt auch die doppelte Extinktionsdifferenz. 

Zur Bestimmung des TPNH in den Leberaufschliissen dient folgende Test - 
zusammensetzung: 

0,8 ml Leberextrakt 

0,3 ml 0,1m Phosphatpuffer, px 7,5 

0,05 ml oxydiertes Glutathion (30 mg/ml, frisch gelést) 

Start mit 0,02 ml Glutathionreduktase 

(Kleinkiivette mit 1 cm Lichtweg, Endvolumen 1,17 ml, Messung bei 
340 my). 

Nach Zugabe des Glutathions zeigt dieses Testsystem zunachst eine langsame 
Extinktionszunahme, die nach 5—10 Min. zum Stillstand kommt. Erst danach 
darf mit Ferment gestartet werden. Vor jeder Messung sind die Testansitze sorg- 
faltig zu riihren, da die Leberaufschliisse trotz hochtouriger Zentrifugation beim 
Stehenlassen geringe Extinktionsanderungen durch Sedimentation zeigen. 

Wegen der hohen Anfangsextinktion der Testansitze wurde an Stelle eines 
Leerwertes eine Irisblende in das Spektralphotometer eingesetzt. Mit dieser Blende 
war es méglich, das MeBgerat so einzustellen, daB der MeBwert trotz hoher Extink- 
tion im gut ablesbaren Bereich der Extinktionsskala blieb. Die dabei notwendige 
Verbreiterung von Ein- und Austrittsspalt war innerhalb bestimmter Grenzen ohne 
EinfluB auf die gemessene Extinktionsdifferenz, wie in Kontrollversuchen nach- 
gewiesen wurde. 

Nach dem Start wird in Abstanden von 1 Min. gemessen. Der Endpunkt ist er- 
reicht, wenn zwei aufeinanderfolgende Messungen den gleichen Wert ergeben, was 
gewohnlich nach 4 Min. der Fall ist. Dieses Vorgehen ist deshalb notwendig, weil 
die Teste nach Erreichen des Extinktionsminimums wieder eiiien langsamen An- 
stieg der Extinktion zeigen. Der gleiche Anstieg ist auch bei Einsatz reiner TPNH- 
Lésung zu beobachten. Die gemessenen Extinktionsdifferenzen liegen unter unseren 
Bedingungen in der Regel um 0,08—0,12. Nach Ablauf eines jeden Testes ist sofort 
durch nochmalige Zugabe der gleichen Fermentmenge der sog. ,, Fermentsprung™ zu 
bestimmen und zur Extinktionsdifferenz zu addieren oder von ihr zu subtrahieren. 

Es empfiehlt sich, méglichst bald nach der Praparation der Lebern zu testen. 
Nach 3stdg. Stehenlassen des Leberaufschlusses im Kiihlschrank findet sich ein 
TPNH-Verlust von etwa 10°. Es wurde versucht, DPNH und TPNH zusammen in 
einem kombinierten Test zu bestimmen. La8t man zunachst TPNH mit oxydiertem 
Glutathion und Glutathionreduktase ablaufen und startet anschlieBend in Gegen- 
wart von Acetaldehyd mit ADH, so miiBte anschlieBend das DPNH zur Reaktion 
kommen. Dieser kombinierte Test liefert zwar mit reinen DPNH- und TPNH- 
Lésungen gute Ergebnisse, versagt aber aus bisher unbekannten Griinden bei Ver- 
wendung von Leberextrakt. 

Bestimmung von TPN, Milch- und Brenztraubensaure: Die Tiere 
wurden im Kiihlraum durchschnitten und die Lebern rasch herausprapariert. Die 
Praparationszeit vom Durchschneiden der Tiere bis zum ersten Durchhomogeni- 
sieren in 4 ml eiskalter 6proz. HClO, lag zwischen 5 und 10 Sek. AnschlieBend 
wurden 2mal je 0,1 mi fiir die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl abge- 
nommen. Nach Abzentrifugieren des EiweiBniederschlages wurden 3 ml des Uber- 
standes mit abgemessenen Mengen 10n und In KOH unter standigem Kiihlen 
in Methanol-CO, vorsichtig (!) neutralisiert und nach 10—30 Min. bei 0° der 
Perchloratniederschlag abzentrifugiert. Der klare Uberstand kam zum Test. 
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Fiir die GréBe des Quotienten MS/BTS sind nach friiheren Befunden"™: !5 die 
Art und Geschwindigkeit der Gewebepraparation von sehr groBer Bedeutung. Daher 

wurde die oben beschriebene I *raparationstechnik auch mit der Kaltefixierung!® 
verglichen und auch der Einflu8 der Athernarkose untersucht. Die Ergebnisse 
sind mit allen Methoden identisch. Eine gréBere Verainderung der in-vivo-Werte 
durch die verwendete Gewebepraparationstechnik ist daher auszuschlieBen. 

TPN° wurde mit Glucose-6-phosphat und reinem Zwischenferment, dessen 
Praparation in der X. Mitteil.! beschrieben ist, bestimmt. 

Der Testansatz hatte folgende Zusammensetzung: 

1 ml LeberaufschluB 
I ml 0,05m Trispuffer, px 7,5 
0,2 ml 0,lm MgCl, 
0,1 ml Glucose-6-phosphat-Lésung (etwa 1 mg/ml) 
Start mit 0,05 ml Zwischenferment 
(340 mu, 2cem Lichtweg, Endvol. 2,35 ml). 

Der durch die Fermentzugabe bedingte ,,Fermentsprung‘’ wurde durch noch- 
malige Zugabe der gleichen Fermentmenge nach Ablauf des Testes bestimmt und 
mit der gemessenen Extinktionsdifferenz verrechnet. 

Der Testansatz fiir die Bestimmung von BTS hatte folgende Zusammen- 
setzung: 1,0 ml LeberaufschluB 

0,02 ml DPNH-Lésung (etwa einem AE von 0,3 entsprechend) 

0,5 ml 0,05m Trispuffer, py 6,7 

Start mit 0,002 m/ Muskel-Milchsaiure-Dehydrogenase (reinst, Boehringer). 
Der Endwert stellte sich nach 1—2 Min. ein. (340 my, 1 cm Lichtweg, Endvol. 
1,522 ml). 

Darstellung von Milchsaiure-Dehydrogenase aus Hefe und Bestim- 
mung von MS: Die MS-Bestimmung!® erfolgte mit Milchsiure-Dehydrogenase aus 
Hefe, die Gewinnung des Fermentes mit einigen Modifikationen nach 1. c.!6 17. Auf 
den Erhitzungsschritt wurde verzichtet. Statt die Fermentlésung nach dem Cal- 
ciumphosphat-Gel-Schritt durch Ultrafiltration zu konzentrieren, schlossen wir 
zunachst eine 24stdg. Dialyse gegen 4 x 91 bidest. Wasser (0,5 mg EDTA/m/ 
enthaltend, py 7) an. Das Dialysat wurde dann in der Gefriertrocknungsanlage auf 
Ws—' 4 des Ausgangsvolumens eingeengt. Die anschlieBenden Ammoniumsulfat- 
Fallungen, zunichst bei pu 7,2, dann bei px 4,8, erfolgten wieder nach den Angaben 
der Literatur. Das soweit gereinigte Ferment hatte sowohl im Test mit reiner 
pL-Lactatlésung als auch mit Leberaufschlu8 noch einen hohen Blindwert (etwa 
0,050 bei der zum*Test notwendigen Fermentmenge). Es war daher erforderlich, 
die Ammoniumsulfat-Fallungen bei pu 7,2 und pH 4,8 zu wiederholen. Das war 
ohne wesentlichen Aktivitatsverlust méglich. Es gelang so, den Fermentblindwert 
nahezu vollstandig zu beseitigen. 

Der Testansatz hatte folgende Zusammensetzung: 

0,2 ml LeberaufschluB 

0,15 ml 0,01m Kaliumhexacyanoferrat(III) 

1,0 ml 0,07m Pyrophosphat-Puffer, px 8,0 

0,63 ml bidest. Wasser 

Start mit 0,02 m/ Hefe-Milchsiure-Dehydrogenase 
(405 mu, 1 em Lichtweg, 2,0 ml Endvolumen). 

Vor dem Start ist die Einstellung eines konstant bleibenden Ausgangswertes 
abzuwarten, was gewohnlich nach 30 Min. der Fall ist. Nach Fermentzugabe stellt 


4H. Frunder, H. Dittrich, L. Lachhein u. I. Miteff, diese Z. 801, 210 
[1955]. 

15 Th. Bicher u. M. Klingenberg, Angew. Chem. 70, 552 [1958]. 

16 Q. Wieland, Biochem. Z. 829, 568 [1958]. 

17 M. Dixon inS. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology, 
Bd. I, S. 444, Academic Press, Inc., New York 1955. 
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sich ein konstanter Endwert nach etwa 20 Min. ein. Er wurde nach 25 oder 30 Min. 
nochmals kontrolliert und blieb dann iiber 1 Stde. konstant. Die Berechnung des 
Milchsdéuregehaltes aus den Extinktionsdifferenzen erfolgte an Hand einer Eich- 
kurve mit Lithium-Lactat, die im Bereich bis 18 7 MS im Testansatz gute Linearitat 
zeigte. 
Bestimmung von MS und BTS im Serum: Zur Berechnung der Metabo- 
litkonzentration im intrazellularen Leberwasser muB man die GréBe des Extra- 
zellularraumes und die Konzentration des Metaboliten im Blutserum!: 7 kennen. 
Die unterschiedlichen Extrazellularraume der normalen und der diabetischen 
Mauseleber sind aus friiheren Untersuchungen bekannt'. 

Zur Gewinnung der Serumwerte wurden die Mause im Kiihlraum iiber einem 
kleinen Trichter dekapitiert und das Blut in einem kleinen Zentrifugenglaschen 
aufgefangen. Das Blut wurde sofort fiir wenige Sek. hochtourig zentrifugiert, da- 
nach 0,05 oder 0,1 m/ Serum abgenommen und in 2,7 mi eiskalter 3proz. HCIO, 
enteiweiBt. Fir eine Bestimmung wurden in die gleiche Perchlorséure nachein- 
ander Seren von 3—6 Tieren einpipettiert, bis ein Endvolumen von 3,0 ml erreicht 
war. Die Zeit vom Dekapitieren bis zum EnteiweiBen des Serums betrug 40—60 Sek. 
AnschlieBend wurde der Niederschlag abzentrifugiert. 2 m/ des Uberstandes wurden 
zunachst mit 1,5 ml 1,lm K,HPO,-Lésung, spater jedoch mit KOH, neutralisiert. 
Der Perchlorat-Niederschlag wurde abzentrifugiert und vom klaren Uberstand 
1,0 ml fiir die BTS- und 0,2 ml fiir die MS-Bestimmung zum Test eingesetzt. Die 
Testansitze waren die gleichen wie fiir die Leberaufschliisse. Die Teste, die anfangs 
mit K,HPO,-Puffer neutralisiert waren, zeigten im Testsystem einen Blindgang, 
der auf langsame Zerstérung des DPNH zuriickzufiihren ist. Bei Neutralisation 
mit KOH wurde ein solcher Blindgang nicht beobachtet. Bei der beschriebenen 
Technik lieB sich nach unserer Erfahrung fiir die Serumgewinnung eine Zeit von 
40 Sek. nicht unterschreiten. Es zeigte sich jedoch, da8 die Serumwerte fiir Milch- 
siure und weniger ausgepragt auch fiir Brenztraubensaure eine deutliche Abhan- 
gigkeit von der Praparierdauer aufwiesen (Abb. 1) mit nach 2 und 3 Min. héheren 
Werten als nach 1 Min. Es schien daher nicht berechtigt, die nach 40—60 Sek. 
Praparierdauey enthaltenen Serumwerte zur Berechnung der Werte im intrazellu- 
laren Leberwasser zu verwenden, da bei der Leber die Praparierdauer nur 5—10 Sek. 


betrug. 
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Ein Vergleich der MS-Werte zwischen Vollblut und Serum zeigte, daB beide 
Werte sowohl nach 1 als auch nach 2 Min. Praparierdauer nicht wesentlich von- 
einander abwichén (s. Abb. 1). Danach schien es erlaubt, Blut- und Serumwerte 
ohne groBen Fehler einander gleichzusetzen. Wir haben daher Blutwerte nach 
8—10 Sek. Praparierdauer bestimmt und sie statt der Serumwerte zur Berechnung 
der intrazellularen Leberkonzentration verwendet. Das Blut wurde wie fiir die 
Serumgewinnung durch Dekapitation gewonnen. 
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Bei der BTS war die Ubereinstimmung zwischen Serum- und Blutwerten nicht 
so iiberzeugend wie bei der MS. Der Serum-BTS-Wert nach 60 Sek. Praparierdauer 
fiel jedoch auch noch in den Streubereich der zur gleichen Zeit gewonnenen Blut- 
werte. Es wurde daher auch bei der BTS wie bei der MS verfahren. denn die da- 
durch bedingte Unsicherheit ist sicher kleiner als bei Verwendung der nach 40 bis 
60 Sek. Préparierdauer erhaltenen Serumwerte. 

Bezugswerte und Berechnung: Die Bestimmung der zum Test einge- 
setzten Lebermenge erfolgte zunichst durch Tyrosin + Tryptophanbestimmung!*, 
wie in der vorhergegangenen Arbeit! angegeben. Es zeigte sich aber, daB der Trypto- 
phanwert in der Leber wesentlich gréBeren Schwankungen unterliegt als der Stick- 
stoffgehalt und da8 vor allem in pathologisch verinderten Lebern keine Beziehungen 
mehr zum N-Gehalt bestehen. Es wurden daher die spater bestimmten TPNH., 
MS- und BTS-Werte auf Kjeldahl-Stickstoff bezogen, wobei ein N-Gehalt der 
Mauseleber von 30 mg/g Frischgewicht der Berechnung zugrundegelegt wurde. Die 
Serum- und Blutwerte beziehen sich auf 1 ml. 

Zur Berechnung von TPNH, DPNH und Brenztraubensiure wurde ein mo- 
larer Extinktionskoeffizient der Pyridinnucleotide von 6,3 - 10° cm?/Mol verwendet. 

Die Berechnung der Metabolitkonzentration pro ml intrazellulirem Leber- 
wasser (Cj) erfolgte nach den Angaben der X. Mitteil.! unter Verwendung der dort 
in Tab. 1 angegebenen Inulinraiume, die dem Extrazellularraum der Leber (£) 
gleichgesetzt wurden, nach: 

a Cs: E\ 100 
i L or te - | °: eae =_ 
100 / 100-—E 
mit: Cy = y Substanz pro g Frischleber - 1,31 = y Substanz pro ml Gesamtleber” 
wasser (Wassergehalt der Leber ist 76°% ) 
Cs = y Substanz pro m/ Serum: 1,065 = y Substanz pro ml Serumwasser 
(Wassergehalt des Serums ist 94°). 

Die so errechneten Konzentrationen wurden dann von y in muMol/ml 
(10-* Mol/ml) umgerechnet. 

In die Berechnung von Cj gehen die Unsicherheiten der verwendeten Mittel- 
werte von £, Cs und C ein und miissen zur Bestimmung der Standardabweichungen 
der Cj-Werte beriicksichtigt werden. Dazu werden zunachst aus den Standardab- 
weichungen der Leber-, Serum- und #-Werte die zugehérigen Variabilitatskoeffi- 
zienten V gebildet (V = Standardabweichung in Prozenten des arithmetischen 
Mittels). Dieser Variabilitatskoeffizient charakterisiert die Versuchsreihe auch nach 
Rechenoperationen der Mittelwerte mit einem konstanten Faktor. Der Variabili- 
tatskoeffizient von Cj errechnet sich dann nach der Fehlerfortpflanzungsregel aus: 

ro VatarVedrtvVe 
Vo,= + Veg + Voi + Ve 

Die Werte in y/g Frischgewicht und die berechneten Cj-Werte der verschie- 
denen Versuchsreihen wurden auf signifikante Unterschiede mit dem t-Test von 
Fisher-Student gepriift. 


Ergebnisse 
I. Intrazellulire Pyridinnucleotid-Konzentrationen 
In Tab. 1 sind die vor und nach Glucosebelastung direkt bestimmten 
Pyridinnucleotid-Werte in y/g Frischgewicht dargestellt. Da die DPN- 
Werte aller Versuchsreihen nicht signifikante Schwankungen um den 


18 Q. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]. 
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normalen Mittelwert von 400 y/g Frischleber zeigten, wurde auf die Dar- 
stellung dieser Werte verzichtet. 


Tab. 1. DPNH-, TPNH- und TPN®-Gehalte in y/g Frischgewicht in Lebern nor- 

maler und alloxandiabetischer Mause vor und 30 Min. nach s. c. Injektion von 

0,7 ml 16proz. Glucoselésung ohne und mit gleichzeitiger s. c. Injektion von 1,2 

(norma!) bzw. 6 (diabetisch) I. E. Insvlin/kg. x-+-s. Zahl der Best. in ( ). norm. = 

normale, diab. — diabetische Tiere. NBZ = Niichternblutzucker in mg®,. Die 

Zahlenin[ sind die Blutzuckerwerte zum Zeitpunkt der Untersuchung. Die mit * 
versehenen Werte sind aus 1. ¢c.!® ibernommen. 








Versuchsgruppe | DPNH | NBZ | TPNH | NBZ | TPN NBZ 
Vor Glucoseinjekt. 

norm. 176+ 25 (17) 95* 128+27 (12) 23+ 7 (10) 

diab. 140+23 (20)| 3764107 [109+ 23 (s) 283+ 102 31210 (3) 399+ 172 
30 Min. nach Glu- 
coseinjekt. 

norm. 155+ 33 (22) 211° 110+12 (12) 264-10 (13) 

diab. 188+44 (21))367+155 118+ 21 (10) 304+ 96 322413 (3) 22429 


30 Min. nach Glu- 
coseinjekt. + Insulin 




















norm. 1844 43 (21) a 3829 (10) (773-21) 
diab. 184+ 34 (22) 119+ 10 (8) 322+67 29+ 5 (6) 284+78 
(173+89] (208+132] 





Aus d. sen Werten wurde dann nach dem im methodischen Teil 
beschriebenen Verfahren C; berechnet. Dazu wurden die Serumwerte 
entsprechend dem Ausfall von Kontrollversuchen gleich Null gesetzt 
und der durch Nichtberiicksichtigung des Erythrocytengehaltes der 
Leber bedingte kleine Fehler vernachlissigt. Die so errechneten C\-Werte 
(in muMol/ml intrazellularem Leberwasser) sind in Abb. 2 dargestellt. 
Die rechnerische Ausschaltung des pyridinnucleotidfreien extrazellu- 
laren Raumes laBt die in Tab. 1 gefundenen Unterschiede zwischen den 
normalen und diabetischen Versuchsreihen deutlicher hervortreten. 
Durch die Unsicherheit der zur Berechnung von C; verwendeten Meb- 
gréBen zeigt jedoch die Signifikanzpriifung jetzt gréBere P-Werte als 
bei den in Tab. 1 angegebenen Werten. Bei Betrachtung der DPNH- 
Konzentrationen laiBt sich folgendes erkennen: 

1. Lebern diabetischer Tiere zeigen vor einer Glucosebelastung 
niedrigere DPNH-Konzentrationen als normale Tiere. Dieser Befund 
stimmt mit zahlreichen analogen Befunden der Literatur iiberein. 

2. Die im Diabetes niedrigere DPNH-Konzentration steigt nach 
gleichzeitiger Gabe von Glucose und Insulin wieder auf normale Werte an. 
Auch dieser Befund entspricht den Ergebnissen der Literatur’. 

3. Auch nach Gabe von Glucose allein laBt sich die kleinere dia- 
betische DPNH-Konzentration erhéhen. Dieser Befund ist bemerkens- 
wert, weil sich bei normalen Tieren unter den gleichen Versuchsbedin- 


19 VIT. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter u. H. Bérnig, diese Z. 3138, 55 
[1958]. 
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gungen die DPNH-Konzentration erniedrigt. Dieses Verhalten der nor- 
malen Tiere ist in der vorliegenden Versuchsreihe zwar nicht so aus- 
gepriigt wie in friiheren Versuchen®°, aber doch angedeutet nachweisbar. 
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Abb. 2. DPNH-, TPNH- und TPN°-Konzentrationen in muMol/ml intrazellularem 
Leberwasser. Zur Berechnung (s. Methodik) wurden die in Tab. 1 dargestellten 
Werte verwendet. Leere Siulen = normale Tiere, schraffierte Saulen = diabetische 
Tiere. Die eingezeichneten Striche am Ende jeder Saule sind die nach der Fehler- 
fortpflanzungsregel errechneten Werte fiir s;. Die DPN®°-Konzentrationen liegen in 
allen Versuchsreihen ohne sehr groBe Abweichungen bei etwa 1000 myuMol/ml. 
A: vor Glucosebelastung; B: 30 Min. nach s. e. Injektion von 0,7 ml 16 proz. Glu- 
coselésung; C: 30 Min. nach s. c. Injektion von 0,7 ml 16 proz. Glucoselésung, zu- 
sammen mit 1,2 (normal) bzw. 6 (diabetisch) I. E. glucagonfreiem Insulin. 


Die eingetragenen P-Werte sind mit dem t-Test nach Fisher-Student ermittelt. 


Der Glucoseumsatz ist nach einer Glucosebelastung sowohl in der 
normalen als auch diabetischen Leber gesteigert. Es kann schon allein 
nach diesen Befunden also sicher nicht eine erniedrigte Gesamtkonzen- 
tration an DPNH fiir die gestérte Fettsiuresynthese verantwortlich sein, 
wie das bisweilen angenommen wurde, denn nach Glucosebelastung ist 
sie sicher nicht niedriger als bei normalen Tieren der gleichen Versuchs- 
gruppe. Dieser Befund lift sich wegen der sehr abweichenden Versuchs- 
bedingungen nur schwer mit den anscheinend gegenteiligen Ergebnissen 
von I. c.* vergleichen. Bei letzteren handelt es sich um normale 72-Stdn.- 
Hungerratten, die nach der Hungerperiode 24 Stdn. mit Glucose wieder 
aufgefiittert wurden. Unter diesen Bedingungen konnte die Glucose- 
fiitterung den bei Hunger stark reduzierten DPNH-Gehalt der Leber 
nicht erhéhen. Gesamtkonzentrationen sind iiberhaupt wegen der 
mangelhaft bekannten und ungieichmaBigen Verteilung auf die ver- 


20 H. Hiller u. H. Frunder, Acta biol. med. germ. 3, 13 [1959]. 
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schiedenen, teilweise unabhingig regulierten Reaktionsraume der Zelle 
von sehr beschrinktem Wert fiir solche SchluBfolgerungen. 

Die TPN H-Konzentrationen verindern sich in den Versuchsgruppen 
aihnlich, wie das fiir DPNH beschrieben wurde. Die Unterschiede sind 
nur nicht so stark ausgeprigt wie bei DPNH. Wesentlich ist auch hier 
der Befund, daB man nach Glucosebelastung bei normalen und dia- 
betischen Tieren praktisch die gleichen TPNH-Konzentrationen findet. 

Einige orientierende Bestimmungen der reduzierten Pyridinnucleo- 
tide nach Fructosebelastung ergaben unter unseren Versuchsbedingungen 
gleiche Resultate wie nach einer Glucosebelastung. 


II. Intrazellulire Milchsiure- 
und Brenztraubensiure-Konzentrationen 


Zum Zwecke einer Schitzung (s. dazu |. c.7) des im extramitochon- 
drialen Raum der Leberzelle frei gelésten DPNH und seiner Verinde- 
rungen unter den gewihlten Versuchsbedingungen wurden auch MS und 
BTS-Bestimmungen in der Leber durchgefiihrt. Tab. 2 zeigt die in den 
Lebern der Versuchsgruppen bestimmten Mittelwerte fiir MS und BTS in 
y/g Frischgewicht, sowie den Quotienten MS/BTS. BeinormalenTieren 
steigt die Milchsaiure nach einer Glucosebelastung an (P< 0,001). 
Der Anstieg ist trotz normal bleibendem Blutzuckerspiegel noch stirker 
(P<0,001), wenn gleichzeitig mit der Glucose Insulin gespritzt wird. 
Nach einer Fructosebelastung ist der Anstieg der MS (P< 0.01) etwa der 
gleiche wie nach Glucose. Nach dreistiindigem Hunger sinkt die MS auf 
etwa die Hiaifte des Normalwertes ab (P<0.02). Wird anschlieBend 
1 Stde. gefiittert und dann untersucht, so ist die MS auf das 6fache des 
Hungerwertes und das 3fache des Normalwertes angestiegen. Ver- 
iinderungen der Brenztraubensiure laufen ungefahr parallel zu 
denen der MS. 

Bei diabetischen Tieren ist im unbelasteten Zustand bei dieser 
Darstellung der Werte nur etwas mehr MS vorhanden als bei den ge- 
sunden Vergleichstieren (P = 0,05). Eine Belastung mit Glucose be- 
wirkt keine merkliche Verinderung. Wird gleichzeitig mit der Glucose 
Insulin gespritzt, so steigt die MS stark an (P< 0,002). Unterschiede 
zwischen normalen und diabetischen Tieren bestehen in dieser Gruppe 
nicht. Einen ebensolchen Anstieg wie mit Glucose und Insulin findet 
man nach einer Belastung mit Fructose allein (P< 9,01). Der erreichte 
Wert ist der héchste aller diabetischen MS-Werte. Es fiihrt also eine 
Fructosebelastung bei diabetischen Tieren zu einer wesentlich gréBeren 
Steigerung des MS-Gehaltes der Leber als bei normalen (P< 0,05). — 
Nach dreistiindigem Hungern ist, ebenso wie bei normalen Tieren, 
wesentlich weniger MS vorhanden (P< 0,001) als bei Fiitterung ad libi- 
tum. Nach anschlieBender einstiindiger Fiitterung fehlt der rasche An- 
stieg auf sehr hohe Werte, wie er bei normalen Tieren vorkommt. Die 
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Tab. 2. Milchsiure (MS-) und Brenztraubensiure-(BTS-)Gehalte in y/g Frisch- 
gewicht in Lebern normaler und alloxandiabetischer Mause vor und 30 Min, nach 
s. c. Iniektion von 0,7 m/ 16proz. Glucose- oder Fructoselésung ohne und mit 
gleichzeitiger s. c. Injekt. von 1,2 (normal) bzw. 6 (diabetisch) I. E. Insulin/kg. 


T+8.n Zahl der Bestimmungen. norm. normale, diab. = diabetische Tiere. 
NBZ = Niichternblutzucker in mg®,. Die Zahlen daneben in [ | sind die Blut- 


zuckerwerte zum Zeitpunkt der Untersuchung. Der Quotient MS/BTS ist aus den 
Quotienten der Einzelversuche berechnet. 








MS BTS MS/BTS | NBZ n 
vor Glucoseinjekt. 
norm. | 118+ 46] 12,9+ 5,3 10,1+4,3 95* 15 
diab. 156+ 44] 6,1+ 1,9 27,2+7,5 305+ 62 9 
30 Min. n. Glucose- 
injekt. 
norm. | 196+ 54] 24,1-+ 8,7 8,8-+2,9 211* 11 
diab. 156+ 55] 7,9+ 4,1 22,44-8,2 315+ 81[680]} 8 
30 Min. n. Glucose- 
injekt. + Insulin 
norm. | 253+ 61] 19,7+ 4,5 13,5+3,7 [100+ 30] 8 
diab. 279-+107]| 21,0+ 7,9 18,4+-6,0 379+ 84 11 
[270+ 103] 
30 Min. n. Fructose- 
inijekt. 
norm. ; 183+ 42] 25,2+ 6,4 7,4+1,6 oe 8 
diab. | 300+145] 21,2+10,2 14,6-+4,6 363+ 104 12 
nach 3 Stdn. 
Hunger 
norm. 58+ 27] 5,14 0,6 11,2+3,7 5 
diab. 48+ 10} 4,5+ 1,0 10,5+2,2 |366+ 75[224]**) 11 


nach 3 Stdn. Hun- 
ger u. anschl. 

1 Stde. Fiitterg. 
norm. | 373-+146| 32,2+ 6,0 11,8 

diab. 124+ 43 9,6+ 4,3 12,9+6 





4 | 3251104 
[328433] *** 














* Diese Werte sind 1. c.1° entnommen. 

** Mittelwert aus 2 Versuchen. 

*** Mittelwert aus 3 Versuchen. 
diabetischen Tiere fressen jedoch in der Wiederauffiitterungsperiode 
wesentlich weniger als normale Tiere. 

Die BTS-Werte sind in den diabetischen Reihen kleiner als bei den 
gesunden Tieren. Nach Glucose + Insulin steigen sie gegeniiber den dia- 
betischen unbelasteten stark an (P<0,001), ebenso nach Fructose. Bei 
Hunger und nach Fiitterung laufen die Verinderungen der BTS denen 
der MS parallel. 

Fiir tie Fragestellung dieser Arbeit interessiert neben den Werten 
von MS und BTS insbesondere noch das Verhiltnis MS/BTS, weil hieraus 
gewisse Riickschliisse auf den Red./Ox.-Status der léslichen Pyridin- 
nucleotide in dem extramitochondrialen Raum der Zelle méglich sind 
(s. auch 1. ¢.7: 8). Eine Verschiebung dieses Red./Ox.-Status muB sich in 
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einer damit gekoppelten Verschiebung im Quotienten MS/BTS zeigen. 
In Tab. 2 sind deshalb neben den MS- und BTS-Werten die Mittelwerte 
der MS/BTS-Quotienten eingetragen. 

Bei normalen Tieren liegen sie ohne wesentliche Schwankungen in 
allen Reihen um einen mittleren Wert von etwa 10. Bei diabetischen 
Tieren ohne Belastung ist der Quotient 27, also wesentlich héher als 
normal (P<0,001). Diese Befunde entsprechen den Angaben der Lite- 
ratur!>, Auch eine Glucosebelastung veriindert diesen erhéhten Quo- 
tienten nicht wesentlich. Nach gleichzeitiger Insulingabe sinkt der er- 
héhte diabetische Quotient jedoch eindeutig ab (P<0,01). Noch starker 
ist dieser Abfall nach einer Fructosebelastung allein (P<0,001). Nach 
dreistiindigem Hunger wie auch nach anschlieBender Fiitterung sind die 
Quotienten bei diabetischen Tieren etwa die gleichen wie bei normalen. 
































Abb. 3. Milchsiure- (MS-) und Brenztraubensaéure-(BTS-)Konzentrationen in 
myMol/ml intrazellularem Leberwasser. Zur Berechnung (s. Methodik) wurden die 
in Tab. 2 und 3 dargestellten Werte verwendet. Darunter der aus Cj neu berechnete 
Quotient MS/BTS.Leere Siulen = normale, schaffierte Saulen = diabetische Tiere. 
Die am oberen Ende jeder Saule eingezeichneten Striche sind die nach der Fehler- 
fortpflanzungsregel errechneten Werte fiir s;. 

A: vor Belastung; B: 30 Min. nach Glucoseinjekt.; C: 30 Min. nach Glucose + In- 
sulin; D: 30 Min. nach Fructoseinjekt.; E: nach 3 Stdn. Hunger; F: nach 3 Stdn. 
Hunger und | Stde. Fiitterung. 
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Tab. 3. Milchsiure- (MS-) und Brenztraubensiure-(BTS-)Gehalte in y/ml Blut oder 
Serum bei normalen und ailoxandiabetischen Mausen vor und 30 Min. nach s. ce. 
Injektion von 0,7 ml 16proz. Glucose- oder Fructoselésung ohne und mit gleich- 
zeitiger s. c. Injektion von 1,2 (normal) bzw. 6 (diabetisch) I. E. Insulin/kg. x-+-s. 
Zahl der Best. in ( ), NBZ = Niichternblutzucker in mg®,. Die Zahlen in [ ] sind 
die Blutzuckerwerte zum Zeitpunkt der Untersuchung. norm. = normale, diab. = 

diabetische Tiere. Die Zeit von der Entnahme bis zur EnteiweiBung betrug bei 
Blut 8—10 Sek., bei Serum 40—60 Sek. Die Serumwerte sind EKinzelwerte, wozu 
die Seren von 3—4 Tieren zusammen verwendet sind (s. dazu unter Methodik). 
Die mit * versehenen Werte sind aus der Gruppe ,,vor Glucoseinjekt.** itbernommen 
und zur Berechnung von (Cj in den zugehérigen Gruppen verwendet worden. 








Versuchsgruppe | MSi. Biut | BTSi. Blut NBZ . ba NBZ 
i. Serum 
vor Glucose- 
injekt. 
norm. | 204+57 (5) |21,9+-3,1 (4) — 306 u. 273 — 
diab. |202+117 (10),20,6+6,1 (10)} 358-+-73 (10) 205 ont 
30 Min. n. Glu- 
coseinjekt. 
norm. | 263-+-60 (4) |22,8+2.6 (4) — 330 — 
diab. 182+93 (6) '20,1--5,8 (5) | 351+66 (6) 342 379 
30 Min. n. Glu- 
cose + Insulin 
norm. 204* 21,9* — 278 93 
diab. 204 * 21,9* 268 484 [435] 
30 Min. n. Frue- 
toseinjekt. 
norm. | 371+62 (5) |25,2+7,2 (5 — 295 
diab. 215-+86 (6) |27,3-+8,0 (6) | 262-+22 (6) 438 329 
n. 3 Stdn. 
Hunger 
norm. 192-+-51 (4) |19,3-+1,0 (4) -— 117 
diab. 67+10 (6) |21,0+3,0 (5) | 321+47 (6) 139 376 
n. 3 Stdn. Hun- 
ger u. anschl. 
1 Stde. Fiitte- 
rung 
norm. 204* 21,9* — 241 
diab. 202* 20,6* a 378 428 

















Zur Erfassung der den Stoffwechselstatus besser charakterisierenden 
intrazelluliren Verhiltnisse wurden die direkt bestimmten y-Werte/g 
umgerechnet in muMol/m/ intrazelluliarem Leberwasser. Dazu war eine 
Bestimmung der Blut- bzw. Serumwerte notwendig. Die Ergebnisse 
dieser Bestimmungen sind in Tab. 3 dargestellt. Zur Berechnung von C; 
wurden die Blutwerte benutzt (s. dazu Methodik). Die C;-Werte fiir 
MS und BTS sowie die aus ( neu berechneten Quotienten MS/BTS sind 
in Abb. 3 dargestellt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Reihen 
treten bei dieser Darstellung noch wesentlich deutlicher hervor. Durch 
die Unsicherheit aller zur Berechnung verwendeten Mittelwerte wird 
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jedoch die Streuung jetzt so groB, daB trotz gréBerer Unterschiede in den 
Mittelwerten die Signifikanzen im Vergleich zu den unkorrigierten Werten 
wesentlich weniger deutlich werden. 

Die wesentlichen aus Abb. 3 abzulesenden Resultate sind folgende: 

A. Der Quotient MS/BTS ist bei unbelasteten diabetischen Tieren 
40,9 und damit 4,6 mal gréBer als normal (hier 8,9). Das Verhiiltnis des 
freien DPNH/DPN® in dem Raum, der der zelluliren MS und BTS zur 
Verfiigung steht, muB daher bei Diabetes ebenfalls gréBer und damit das 
Redox-Potential dieses Systems negativer sein (s. dazu auch I. c.’) als 
normal, denn erhebliche intrazellulire py-Differenzen zwischen normalen 
und diabetischen Tieren sind bei einem mittelschweren Diabetes wenig 
wahrscheinlich. 

B. Nach Glucosebelastung wird der Quotient MS/BTS sowohl 
bei normalen (7,2) wie bei diabetischen Tieren (30,0) etwas (jedoch nicht 
signifikant) kleiner als vorher. Es ist bemerkenswert, daB das griBere 
Glucoseangebot in beiden Reihen ziemlich genau zu einer iquivalenten 
Erniedrigung des Quotienten fiihrt, denn der diabetische Quotient ist 
auch unter diesen Bedingungen immer noch 4,2mal gréBer als normal. 
Das Redox-Potential des DPN-Systems muB daher unter der Glucose- 
belastung ebenfalls um iquivalente Betriige positiver geworden sein, und 
zwar in beiden Reihen trotz einer zwar unterschiedtichen, aber doch 
sicher unter der Glucosebelastung schnelleren DPNH- und TPNH- 
Erzeugung. Dies geht bei normalen Tieren mit einem Abfall der Gesamt- 
konzentration an DPNH und TPNH einher, bei diabetischen Tieren da- 
gegen mit einem Anstieg (s. Abb. 2). Die Anderung des Redoxpotentials 
spricht dafiir, daB der Abflu8 des Wasserstoffs aus den Pyridinnucleo- 
tiden dieses Raumes jetzt begiinstigt ist. Dies kénnte iiber eine durch die 
Glucosebelastung hervorgerufene Insulinmobilisierung (s. naichster Ab- 
satz) erfolgen. Diese ist bei diabetischen Tieren sicher kleiner als normal, 
aber bei dem sehr starken Ansteigen des Blutzuckerspiegels bestimmt 
vorhanden. 

C. Nach Glucose + Insulin bestehen zwischen beiden Reihen 
keine Unterschiede. Insulin beseitigt also in sehr kurzer Zeit und voll- 
stiindig die beschriebenen diabetischen Abweichungen. Der diabetische 
MS/BTS-Quotient ist mit 13,8 fast genau so groB wie bei normalen 
Tieren (13,5) unter den gleichen Bedingungen. Die MS-und BTS-Kon- 
zentrationen sind hoch und in beiden Gruppen fast gleich. Der ohne 
Insulin bei Diabetes offenbar gehemmte AbfluB des Wasserstoffs von 
den Pyridinnuelotiden in die anderen Stoffwechselwege ist jetzt dem der 
normalen Tiere angeglichen. Der Quotient MS/BTS ist aber in beiden 
Reihen etwas gréBer und damit das Redox-Potential des DPN-Systems 
negativer als bei normalen Tieren ohne Insulin. Dies kann infolge der 
Unsicherheit der Mittelwerte zufillig sein. Es ist aber auch daran zu 
denken, daB durch Insulin in diesem Raum der Zuflu8B von Wasserstoff 
zu den Pyridinnucleotiden stiirker beschleunigt ist als die AbfluBrate. 
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D. Bei normalen Tieren sinkt nach Fructosebelastung der 
Quotient MS/BTS im Vergleich zum unbelasteten Zustand deutlich ab 
(von 8,9 auf 5,6). Auch bei diabetischen Tieren sinkt dieser Quotient 
(von 40,9 auf 15,7). Er erreicht jedoch nicht den Wert normaler Tiere 
nach Fructosebelastung, sondern bleibt noch 2,6mal gréBer als dieser. 

Fructose wird in der Leber insulinunabhiingig phosphoryliert. Wire 
der einzige Angriffspunkt des Insulins in der Leber nur die Beschleuni- 
gung im Reaktionsschritt Glucose>Glucose-6-phosphat, so sollte man 
bei diabetischen Tieren nach Fructosegabe die gleichen Verhiiltnisse 
finden wie bei normalen Tieren nach Fructose. Das ist jedoch nicht der 
Fall. Fructose erniedrigt zwar den hohen diabetischen MS/BTS-Quo- 
tienten bis auf Werte, die man nach Glucosegabe zusammen mit Insulin 
findet. Daraus kénnte man zuniichst ableiten, daB die insulinunabhingig 
phosphorylierte Fructose in der diabetischen Leber eine voéllig normale 
Stoffwechselsituation schafft. Vergleicht man jedoch nach Fructose- 
belastung den diabetischen Quotienten mit dem normalen, so findet man 
die in anderen Reihen ohne Insulin beobachteten Unterschiede zwischen 
normal und diabetisch, lediglich auf einem niedrigerenNiveau, denn auch 
der Quotient der Normaltiere wird nach Fructose um fast die Hialfte 
kleiner. 

Die in beiden Reihen aus Fructose entstehenden Metaboliten miissen 
ein positiveres Redox-Potential haben und dadurch das Pyridinnucleotid- 
System des extramitochondrialen Raumes stiirker reoxydieren. Man kann 
annehmen, daf die Fructose bei Diabetes ebenso schnell umgesetzt wird 
wie unter normalen Verhiiltnissen (8. auch 1. c.24). Die Erzeugung von 
Metaboliten, die zur Reoxydation des Pyridinnucleotid-Systems befihigt 
sind, ist daher wahrscheinlich in beiden Reihen gleich. Trotzdem bestehen 
Unterschiede im MS/BTS-Quotienten. Daher muB bei Diabetes auch nach 
Fructose die Hemmung des Wasserstoffabflusses von den Pyridin- 
nucleotiden an andere Acceptoren als die BTS weiterbestehen. Dafiir 
flieBt ein Teil in die jetzt schneller erzeugte BTS, die man nach den Be- 
funden der Literatur*®: 2? als Hauptelektronenacceptor der red. Pyridin- 
nucleotide dieses Raumes ansehen kann. Das erklirt auch den sehr 
groBen Konzentrationsanstieg an MS bei den diabetischen im Gegensatz 
zu den normalen Tieren dieser Reihe. 

E. Nach 3 Stdn. Hunger ist der MS/BTS-Quotient diabetischer 
Tiere — wie in allen anderen Reihen ohne Insulin — ebenfalls gréRer als 
der normaler Tiere. Nach einer anschlieBenden kurzen Fiitterungsperiode 
sind diese Unterschiede jedoch nicht mehr nachweisbar. Der diabetische 
MS/BTS-Quotient ist jetzt fast genau so groB wie der normaler Tiere der 
gleichen Gruppe. Wie weit hierfiir Unterschiede in der Futteraufnahme 
die bei den diabetischen Tieren in diesem Zeitraum geringer ist, oder aber 





21 M. Miller, J. W. Craig, W. R. Drucker u. H. Woodward jr., Yale J. 
Biol. Med. 29, 335 [1956]. 
22M. E. Smith u. H. W. Newman, J. biol. Chemistry 234, 1544 [1959]. 
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in der Insulinausschiittung verantwortlich zu machen sind, léBt sich 
jedoch ohne zu weitgehende Spekulation nicht erértern. 


Diskussion 


Der Quotient MS/BTS ist im intrazelluliren Leberwasser diabe- 
tischer Tiere gréBer als normal. Das gilt nicht nur fiir Tiere im Fiitte- 
rungsgleichgewicht, sondern findet sich auch nach Glucose- oder Fruc- 
tosebelastung oder nach einer kurzen Hungerperiode im Vergleich zur 
zugehérigen Normalreihe. Diese diabetische Abweichung ist kurze Zeit 
nach einer Insulininjektion vollstindig beseitigt. Daraus kann ab- 
geleitet werden, daB das Redox-Potential des sich im Massenwirkungs- 
gleichgewicht mit BTS und MS befindlichen DPN-Systems in dem 
Lésungsraum der 7*lle, der der MS und BTS zur Verfiigung steht, eben- 
falls erniedrigt sein muB. Diese Erniedrigung des Redoxpotentials ist 
unabhingig von den Anderungen des Gesamtgehaltes an oxydierten 
und reduzierten Pyridinnucleotiden in der Leber unter verschiedenen 
Stoffwechselbedingungen. Die Stérung der Fettsiuresynthese in der dia- 
betischen Leber kann daher nicht auf ein vermindertes Angebot von 
Wasserstoff aus den reduzierten Pyridinnucleotiden zuriickgefiihrt 
werden, vielmehr mu bei einem negativeren Redoxpotential der 
Pyridinnucleotid-Systeme der AbfluB des Wasserstoffs in Atmung und 
Synthesereaktionen gehemmt sein. 

Fiir das Insulin ergeben sich aus diesen und den friiheren Befunden! 
in der Leber zwei Angriffspunkte. Einmal wird der Reaktionsschritt 
Glucose-> Glucose-6-phosphat und zum anderen der AbfluB des Wasser- 
stoffs von den Pyridinnucleotiden beschleunigt. Beide Wirkungen lassen 
sich gemeinsam erkliren mit der Annahme, daB Insulin den Stoffaus- 
tausch zwischen den offenbar durch mehrere intrazellulire Barrieren 
voneinander getrennten Reaktionsriumen der Zelle erleichtert. Dies 
entspricht auch den SchluBfolgerungen, die verschiedene Autoren aus 
ganz anderen Versuchsergebnissen gezogen haben*: 2°. 

Ein weiteres Resultat dieser Untersuchungsreihe ist die Feststellung, 
daB sich MS- oder BTS-Konzentrationen in Abhingigkeit vom augen- 
blicklichen Fiitterungszustand in groBem Umfang indern kénnen. Es 
darf daher aus erniedrigten oder erhéhten Werten der einzelnen Meta- 
boliten nicht ohne weiteres auf eine pathologische Stoffwechselsituation 
geschlossen werden. Der Quotient MS/BTS stellt nach den vorliegenden 
Ergebnissen einen wenigstens fiir eine Teilfrage besser geeigneten Indi- 
kator dar. Er bleibt unter sehr verschiedenartigen iuBeren Bedingungen 
und trotz sehr wechselnder Konzentrationen an MS und BTS fiir eine 
bestimmte Stoffwechsellage charakteristisch und weitgehend konstant. 





3 D. E. Heft u. L. L. Miller, Amer. J. Physiol. 193, 469 [1958]; W. N. Shaw 
u. W. C. Stadie, J. biol. Chemistry 227, 115 [1957]; 284, 2491 [1959]; K. L. Man- 
chester u. M. E. Krahl, ebenda 234, 2938 [1959]. 
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Frau I. Wolter und Frau D. Brennich, Greifswald, danken wir sehr fiir ihre 
fleiBige und zuverlassige Mitarbeit bei einem Teil der Versuche. 


Zusammenfassung 


Die Gesamtmenge an DPNH und TPNH ist in der alloxandiabeti- 
schen Leber kleiner, nach Glucoseinjektion dagegen griéBer als bei Nor- 
maltieren. 

Die intrazelluliiren Milchsiure- und Brenztraubensiiure-Konzen- 
trationen iindern sich nach Glucose-, Fructosebelastung und Hunger in 
groBem Umfang. Der Quotient Milchsiiure/Brenztraubensiure ist in 
allen diabetischen Gruppen gréBer als in der zugehérigen Normal- 
gruppe. Das Redoxpotential der frei gelésten Pyridinnucleotide des 
extramitochondrialen Raumes muB daher bei Diabetes negativer sein. 

Insulin erniedrigt den erhéhten diabetischen Milchsiure/Brenz- 
traubensiiure-Quotienten deutlich. Es wird angenommen, daB der AbfluB 
des Wasserstoffs in Synthesereaktionen in der diabetischen Leber ge- 
hemmt ist. 

Insulin scheint den Stoffaustausch zwischen den verschiedenen 
intrazelluliiren Reaktionsriiumen zu erleichern, 


Summary 


The total levels of DPNH and TPNH in alloxan-diabetic liver are 
lower than in normal animals, but become higher than normal after the 
injection of glucose. 

The intracellular concentrations of lactic and pyruvic acid vary 
markedly. with the availability of glucose and fructose and with hunger. 
The lactic/pyruvic quotient is always higher in the diabetic groups 
than in the corresponding controls. The redox potential of the un- 
combined, dissolved pyridine nucleotides of the extramitochondrial 
space must, therefore, be more negative in diabetes. 

The elevated diabetic lactic/pyruvic quotient is markedly reduced 
by insulin. It is postulated, that ."e transfer of hydrogen in synthetic 
reactions is inhibited in the diub« °» liver. 

Insulin appears to facilitate the exchange of material between the 
various intracellular reaction spaces. 


Prof. Dr. Horst Frunder, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Jena. 
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Zur Spezifitat der «-Glucosidase aus Hefe' 
Von 
Burckhardt Helferich und Jiirgen Johannis 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1960) 


An Hand synthetischer «-Glucoside verschiedener Phenole und Al- 
kohole wird in der vorliegenden Arbeit die Spezifitit der «-D-Glucosidase 
aus Hefe untersucht. 


Material und Definitionen 


Es wurden auf ihren Gehalt an «-p-Glucosidase untersucht: Backerhefe (der 
Norddeutschen Hefeindustrie AG), obergiérige Bierhefe (der Brauerei Machold, 
Bonn) und untergarige Bierhefe (der Kurfiirstenbrauerei, Bonn). Die letztere erwies 
sich als fermentreichste und wurde daher zu den Untersuchungen dieser Arbeit 
verwandt. Als py-Optimum wurde 6,6 bestimmt. Die Haltbarkeit der Ferment- 
lésung ist gering, selbst bei niedrigen Temperaturen. Fiir jede Versuchsgruppe 
wurde daher die Fermentlésung neu hergestellt und ihre Wirksamkeit — als x-Glu- 
cosidase-Zeitwert (s. u.) — unmittelbar vor der Verwendung bestimmt. 

Als «-Glucosidase-Zeitwert wird in dieser Arbeit verstanden: Die Zeit 
in Min., in der 50°, von Methyl-«-p-glucosid gespalten werden, wenn bei py 6,6 
(Phosphatpuffer) und 30,0° in 25 cm* des Bestimmungszemisches 0,135 g Methyl- 
a-D-glucosid und 0,5 g Hefe (als Trockenhefe, getrocknet in gesonderter Probe bei 
90° im Vakuumschrank) vorhanden sind. Die Spaltung wurde polarimetrisch ver- 
folgt, der «-Glucosidas2-Zeitwert graphisch aus der Spaltungskurve bestimmt. 

Die Wertigkeit eines «-p-Glucosids gegeniiber der Hefe-x-p-Glucosidase ist 
definiert als der reziproke Wert der Zeit in Min., in der 50°, des Glucosids ge- 
spalten sind, wenn in 25 cm* des Bestimmungsgemisches eine Menge des Glucosids 
vorhanden ist, die 0,135 g Methyl-«-p-glucosid aquivalent ist (Enddrehung bei 
volistandiger Spaltung also stets +0,26° im 1-dm-Rohr), wenn weiter darin 0,5 g 
Hefe (als Trockenhefe, in gesondertem Versuch durch Trocknen bei 90° im Vakuum- 
schrank bestimmt) vom «-Glucosidase-Zeitwert 60 vorhanden sind. Temperatur 
30,0°; pH = 6,6 (Phosphatpuffer). 

Da der «-Glucosidase-Zeitwert der verschiedenen Hefeextrakte erheblich 
schwankt, muBte die gefundene Spaltungskurve stets auf den (definitionsgemaB) 
verlangten «-Glucosidase-Zeitwert von 60 umgerechnet werden. Durch Multi- 
plikation der beobachteten % Spaltung mit dem «-Glucosidase-Zeitwert der jeweils 
angewandten Fermentlésung und Division durch 60 erhalt man die Spaltungskurve 
des betreffenden Substrates fiir Ferment vom «-Glucosidase-Zeitwert 60, eine 
> Standard-Kurve‘‘, aus der graphisch die zu 50°, Spaltung fiihrende Zeit in Min. 
entnommen wird. Ihr reziproker Wert ist die Wertigkeit des betreffenden Glu- 
cosids. Die so erhaltenen Werte sind untereinander vergleichbar und ergeben eine 
Reihenfolge der Spaltbarkeit der verschiedenen Substrate. 

Im experimentellen Teil sind nur einige Beispiele, eines fiir die x-Glucosidase- 
Zeitwert-Bestimmung und zwei fiir die Bestimmung der Wertigkeit vollstandig 
wiedergegeben. 


1 Einzelheiten und nahere Angaben s. auch J. Johannis, Dissertat., Uni- 
versitat Bonn 1960. 














B. Helferich und J. Johannis, 


Tab. 1. Spaltbarkeit verschiedener Phenol-«-p-glucoside 
durch Hefe-«-p-Glucosidase. 

















Wertigkeit Verhaltnis zu 
Aglucon EDK? Sp Methyl-«-p-glucosid 

(+0,02) ; 

(+1,5) 

o-Kresol® . . . 6,3 - 10-1 0,156 9,8 
p-Kresol# . . . 6,7 - 10-1 0,161 10,0 
m-Kresol . 9,8- 10-1 0,152 9,5 
Guajakol? . 1,2 -10-7° 0,20 12,5 
Phenol>. . eee L210" 0,21 13,1 
m-Nitro-phenol® . . 5,3 - 10-9 0,32 20,0 
o-Nitro-phenol? 6,8: 10-8 0,50 51 Be 
p-Nitro-phenol’ 7,0: 10-8 0,48 30,0 

Ergebnisse 


Aus Tab. 1 geht die bemerkenswerte Tatsache hervor, daB die Spalt- 
barkeit (Wertigkeit) in der Regel mit steigender elektrolytischer Disso- 
ziationskonstante des phenolischen Aglucons ebenfalls ansteigt. 


Darin unterscheidet sich das untersuchte Ferment sehr stark von der 
B-D-Glucosidase des SiiBmandelemulsins. Es sei nur daran erinnert, daB 
von dieser z. B. das o-Kresol-f-D-glucosid wesentlich schneller gespalten 
wird als die m- oder die p-V»rbindung®. 

Die Spaltbarkeit der Alkohol-«-D-glucoside laiBt sich nicht in Be- 
ziehung zu den elektrolytischen Dissoziationskonstanten setzen, weil diese 
zu ungenau bestimmbar (zu klein) sind. Bemerkenswert ist in Tab. 2 
wiederum ein erheblicher Unterschied der Hefe-x-D-Glucosidase gegen- 
tiber der 6-D-Glucosidase des Sii8mandelemulsins. Bei dem tert.-Butyl- 
B-D-glucosid ist — wohl aus sterischen Griinden — nur noch eine sehr 
geringe Spaltbarkeit festgestellt. Dagegen spaltet die Hefe-x-D-Gluco- 
sidase das entsprechende «-D-Glucosid zwar langsamer als die x-Glucoside 
des Athanols, des »-Propanols und des Isopropylalkohols, aber immer 
noch etwas schneller als das Methyl-x-D-glucosid, das von allen in diesen 
Arbeiten untersuchten «-Glucosiden am langsamsten gespalten wird. 





2 Elektrolytische Dissoziationskonstante nach Landolt- Bornstein, Zahlen- 
werte und Funktionen aus Physik, Chemie, Astronomie, Geophysik und Technik, 
4. Auflage, Bd. II, S. 1160, Springer-Verlag, Berlin 1912. 

3 B. Helferich, U. Lampert u. G.Sparmberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 
67, 1808 [1934]. 

4 K. Nisizawa, Bull. chem. Soc. Japan 16, 155 [1941]; C. A. 36, 430? [1942]. 

5 B. Helferich u. E.Schmitz-Hillebrecht, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 
378 [1933]. 

6 W. W. Pigman, J. Res. nat. Bur. Standards 38, 129 [1944]; ref. C. A. 
89, 280 [1945]. 

7 E.M. Montgomery, N.K.Richtmeyer u. C.S. Hudson, J. Amer. 
ehem. Soc. 64, 690 [1942]. 
8 B. Helferich u. H. Scheiber, diese Z. 226, 272 [1934]. 
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Tab. 2. Spaltbarkeit verschiedener Alkohol-«-p-glucoside 
durch Hefe-x-p-Glucosidase. 














ee Verhaltnis zu 
Aglucon Wertigkeit Methyl-a-p-glucoaid 

RRA oe Ph exe! ae ee es aera 0,016 ] 
MES Fo) eas Se es 0,083 5,2 
n-Propanol® . See eae mecoae mused $5525 0,083 5,2 
Isopropy ee a 0,023 1,4 

tee, UCENOl” =. ww kk ws 0,0185 1,15 
PVEAIOMOUE Oc oles aha! Go ees 0,059 3,7 
Benzyiglkonel 9. ks kk 0,062 3,9 
EE a a ee a 0,031 1,9 
Butandiol- (1. 4)13 Srs sete: Gu ne aks 0,038 2,4 
Glucose (Maltose). ........ 0,041 2,6 


Offenbar bestehen wesentliche Unterschiede im Wirkungsmechanis- 
mus der Hefe-x-D-Glucosidase und der SiiBmandelemulsin-f-D-Gluco- 
sidase. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der 
Chemischen Industrie, Fonds der Chemie, sind wir fiir die Unterstiitzung 
dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. Ebenso danken wir der Norddeutschen 
Hefeindustrie, der Brauerei Machold, Bonn und vor allem ager Kurfiirsten- 
brauerei, Bonn, fir Uberlassung von Proben ihrer Hefen. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung einer «-Glucosidase-Lésung": Ein gelber fliissiger Brei 
von untergariger Hefe der Kurfiirstenbrauerei Bonn (vom 5. 2. 59) wird zweimal 
mit Wasser (Absitzenlassen und Dekantieren) gewaschen. AnschlieBend wird er 
2 Stdn. zentrifugiert (4000—5000 U./Min.). Die tiberstehende Fliissigkeit wird ab- 
gegossen, von der so gewonnenen Hefe werden 50 g (13 g Trockensubstanz nach dem 
Trocknen im Vak. bei 90°) mit feingepulvertem (NH,),HPO, verriihrt, bis ein 
diinner gelbbrauner Brei entstanden ist. Dieser wird nach 1stdg. Aufbewahren bei 
Raumtemperatur mit Wasser auf 130 cm® verdiinnt. Nach 8stdg. Stehenlassen bei 
Raumtemperatur wird zentrifugiert und die gelbe, nach Bier riechende Fliissigkeit 
vom Ungelosten abzentrifugiert. py 6,6; [«]p:+ 0,05 im 1-dm-Rohr. 


Bestimmung des «-Glucosidase-Zeitwertes: 17 cm* Phosphatpuffer, 
pu 6,6, werden mit 0,135 g Methyl-«-p-glucosid versetzt, die Lésung wird auf 30,0°, 
erwarmt, mit 5,0 cm*® der Enzymlésung (s. 0.) versetzt und auf 25,0 em® mit Phos- 
phatpuffer aufgefiillt. Die Spaltung wird polarimetrisch im 1-dm-Rohr bei Na,- 
Licht verfolgt: Dazu wurden jeweils Proben (etwa 1 cm*) entnommen, durch Zu- 
satz von etwa 50 mg festem K,CO, abgestoppt und nach | Stde. gemessen. 

Bei der Drehung ist die Eigendrehung der Fermentlésung (+ 0,02) abgezogen. 
Die Zeit der 50proz. Spaltung («-Glucosidase-Zeitwert) wird graphisch aus der 
Kurve Abb. 1 zu 57 Min. ermittelt. 


® B. Helferich u. H.C. Mital, Chem. Ber. 98, 1010 [1960]. 

10 B. Helferich u. D. V. Kashelikar, Chem. Ber. 90, 2096 [1957]. 

11 B. Helferich u. R. Gootz, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 2788 [1929]. 

12 B. Helferich u. J. Johannis, Liebigs Ann. Chem. 632, 121 [1960]. 
13 St. Veibel, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 208, 126 [1936]. 

4 R. Willstatter u. H. Steibelt, diese Z. 115, 201 [1921]. 
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Abb. 1. Bestimmung des «-Glucosidase-Zeitwertes einer Fermentlésung aus Hefe. 


Wird fiir die gleiche Ferment-Lésung der «-Glucosidase-Zeitwert mit Phenol- 
a-D-Glucosid ermittelt, so erhalt man 5 Minuten. 

Bestimmung der Wertigkeit: Ansatz und Durchfiihrung wie bei den 
«-Glucosidase-Zeitwert-Bestimmungen (s. 0.). In 25 em? Bestimmungsgemisch sind 
enthalten: 5 cm’ Enzymlésung und die Menge Glucosid, die 0,135 g Methylglucosid 
aquivalent ist. Im gleichzeitig angesetzten Kontrollversuch wurde festgestellt, 
daB das Substrat unter gleichen Bedingungen aber ohne Ferment nicht merklich 
gespalten wird. 


Einzelbeispiele 


m-Kresol-x-pD-glucosid: Enzymlésung vom «-Glucosidase-Zeitwert 90; 
0,188 g Glucosid ([«],.:+175° in Wasser); Anfangsdrehung des Bestimmungs- 
gemischs: +1,31°; Enddrehung bei vollstandiger Spaltung: +0,26°. Um die Spal- 
tungsergebnisse auf eine Fermentlésung vom «-Glucosidase-Zeitwert 60 umzu- 
rechnen (Standardkurve), werden die °%, Spaltung mit 90/60 multipliziert (Abb. 2). 
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Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2. Spaltung von m-Kresol-«-p-glucosid durch ein Fermentpraparat vom 

«-D-Glucosidase-Zeitwert 90. Durch Multiplikation der gemessenen Spaltungswerte 

(Kurve M) mit dem Faktor 90/60 ergibt sich die Standardkurve St. Aus ihr wird die 
Wertigkeit 1/6,6 = 0,152 abgelesen. 


Abb. 3. Spaltung von tert. Butyl-«-p-glucosid. Fermentpraparat von «-Glucosidase- 
Zeitwert: 95; Faktor: 95/60; Wertigkeit: 1/54 = 0,0185 (vgl. Abb. 2). 
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Tert.-Butyl-«-p-glucosid: Enzymlésung vom «-Glucosidase-Zeitwert 95; 
0,163 g Glucosid; [«]p: +132° in Wasser. Anfangsdrehung des Bestimmungs- 
gemisches: +0,86°; Enddrehung bei vollstandiger Spaltung: +0,26°. Zur Um- 
rechnung auf eine Fermentlésung vom «-Glucosidase-Zeitwert 60 werden die jeweils 
gemessenen Drehungen mit 95/60 multipliziert (Standard-Kurve; vgl. Abb. 3). 

Darstellung der Substrate 

Tetraacetyl-m-kresol-«-p-glucopyranosid: In ein auf etwa 80° er- 
hitztes Gemisch von 41 g Acetobromglucose (0,1 Mol) und 27 g absol. m-Kre- 
sol (0,25 Mol) werden unter AusschluB8 von Feuchtigkeit 13 g Hg(CN), (iiber P,O, 
getrocknet und fein gepulvert) eingeriihrt (Magnetriihrer). Beim weiteren Er- 
hitzen lést sich bei etwa 100° das Hg(CN), plotzlich auf. Nach Istdg. Erhitzen auf 
100° wird die erkaltete, dunkle Schmelze, mit 25 cm? Essigester verdiinnt, in 
250 cm’ CCl, eingeriihrt und die Lésung von einem dunklen Niederschlag ab- 
filtriert. Das Filtrat wird nach dreimaligem Ausschiitteln mit je 500 cm* In NaOH 
mit CaCl, getrocknet und im Vak. eingedampft. Dabei scheiden sich meist einige 
Kristalle der 8-Verbindung ab. Die schon stark angereicherte «-Verbindung erhalt 
man durch Lésen des Riickstandes.in 150 cm* heiBem Methanol, Klaren der Lésung 
mit Kohle und Abkiihlen, kristallin. (10O—12 g Rohprodukt von [«],: +145° in 
CHCl,). Nach weiterem 5maligem Umkristallisieren schmilzt das Tetraacety]- 
m-kresol-«-p-glucopyranosid bei 79°. Ausbeute 8g (18°, d. Th.). [a]? = 
+166,1° (in CHCl,; c~ 0,9). Die Léslichkeiten entsprechen denen der Acetyl- 
gly koside. 

C,,H,019 (438,4) Ber. C 57,55, H 5,98 Gef. C 57,92, H 6,11. 

m-Kresol-x-p-glucopyranosid: Zur Entacetylierung wird eine Lésung 
von 5g des Tetraacetats in 50 cm’ absol. Methanol nach Zugabe von 2 cm? einer 
etwa 0,1 n Natriummethylat-Lésung 4 Min. unter RiickfluB gekocht, filtriert, im 
Vak. auf etwa 1/, des Volumens eingeengt und abgekiihlt. Es kristallisiert die schon 
recht reine «-Verbindung aus. Nach einmaligem Umbkristallisieren aus Wasser ist 
die Ausbeute 2,7 g (88°, d. Th.). Das m-Kresol-«-p-gluc opy ranosid schmilzt 
bei 165°. [x]}}: + 175, 1° (in H,O;c = 1,1). Es ist maBig léslich in Wasser, Methanol 
und Athanol, schwer bis unléelich i in Benzol, Ather, Chloroform und Petrolather. 


C,3H,,0, (270,3) Ber. C 57,76, H 6,71 Gef. C 57,75, H 6,80 


Nach der gleichen Methode wurden die x-p-Glucopyranoside — iiber ihre 
Tetraacetyl-Verbindungen — der in Tab. 3 aufgefiihrten Phenole erhalten. 


Tab. 3. Eigenschaften und Ausbeuten der dargestellten Phenol-a«-p-Glucoside. 





























Tetraacetyl-a-p-glucosid x-D-Glucopyranosid 
Aglucon ini ¢ Bem. 
Schmp.| [a ]p (CHCI,) | ~ d. Th. Schmp.} [a ]p in Wasser 

o-Kresol? 100° +158,7° 22,8 169° +155,6° -— 
p-Kresol4 86° +172,1° 22,9 194° +176,5° = 
o-Methoxy- 

phenol? am. 152° +158,3° a) 
f-Naphthol am. 202° |+224°in CH,OH| _ b) 
o-Nitrophenol? 100° +166,0° 12,7 185° +203,0° c) 
m-Nitrophenol® | 103° +188,1° 185° -+190,3° d) 
p-Nitrophenol’ 112° +202,5° 21,3 215° +214,3° c) 


Bemerkungen (Anderungen zu der beim Tetraacetyl-m-kresol-x-p-gluco- 
pyranosid gegebenen Vorschrift) : 

a) Es kristallisiert aus Methanol nur die £-Tetraacetylverbindung aus, wah- 
rend das «-Anomere anomere amorph bleibt. ({[«],: + 156° CHCI,). Durch Ent- 
acetylierung erhalt man das aus Aceton-Wasser gut kristallisierende freie «-Glucosid. 
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b) Zunichst kristallisiert aus Methanol die 6-Tetraacetylverbindung. Aus der 
eingeengten Mutterlauge erhilt man etwa 15 g eines an x-Anomeren reichen Kristall- 
gemisches, aus dem nach der Entacetylierung das freie «-Glucosid durch Umkri- 
stallisieren aus Aceton + wenig Wasser anfallt. Es ist in kaltem Wasser praktisch 
unléslich. 

c) Wichtig ist die vollstindige Entfernung des iiberschiissigen Nitrophenols 
durch Ausschiitteln mit ln NaOH. Aus dem Methanol kristallisiert die «-Tetra- 
acetylverbindvng zuerst, waihrend sich das f-Anomere in der Mutterlauge an- 
reichert. Die Entacetylierung geschieht zweckmaBig durch 2—3stdg. Schiitteln 
des Tetraacetates bei Zimmertemperatur in den gleichen Konzentrationen wie beim 
m-Kresol-«-pD-glucosid, da in der Siedehitze leicht eine teilweise Zersetzung ein- 
treten kann. 

d) Da die anomeren Tetraacetylglucoside nicht kristallisierten, konnten sie 
nicht getrennt werden. Das Gemisch hatte eine spez. Drehung [«]p: +132° (in 
CHCI,), war also schon recht reich an «-Verbindung. Es wurde durch Schiitteln mit 
der angegebenen Liésung entacetyliert. Aus Aceton+ wenig Wasser kristallisiert 
das freie «-Glucosid bevorzugt und wird so rein erhalten. Reacetylierung der reinen 
(5—6mal umkristallisierten) «-Verbindung ergab das reine «-Tetraacetat. 





Isopropyl-a«-p-glucopyranosid: 10 g Tetraacetyl-isopropyl-«-p- 
glucopyranosid!® werden mit 100 cem® absol. Methanol nach Zusatz von 3 cm® 
einer etwa 0,1n Natriummethylat-Lésung etwa 12 Stdn. geschiittelt. Die Lésung 
wird im Vak. zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 20 cm* Wasser aufge- 
nommen und erneut im Vak. eingedampft. Erst nach 5 Monaten begann in dem im 
Exsikkator aufbewahrten Sirup die Kristallisation. Doch konnte dann die Haupt- 
menge durch Lésen in 200 cm* heiBem Aceton, Zusatz von Petrolather zu der er- 
kalteten Lésung bis zur beginnenden Triibung und Animpfen das Isopropyl-a-p- 
glucopyranosid im Lauf von 3 Tagen in feinen, sehr hygroskopischen Kristallen 
erhalten werden. Ausb. 4 g. Schmp. 50—52°. Das Glucosid enthalt 14 Mol Kristall- 
wasser, das im Hochvak. bei Raumtemperatur im Verlauf einiger Stdn. iiber 
PO, entweicht. Gewichtsverlust Ber. 4,06°, Gef. 4,33%. 

[«]??: + 142,0°, ber. fiir die wasserfreie Substanz. Die Analyse wurde mit 
der wasserfreien Substanz durchgefiihrt. 


Das Glucosid ist leicht léslich in Wasser, Methanol und Athanol, maBig in 
Aceton und Essigester, so gut wie unléslich in Ather, Petrolither und CHCl. 


Die Verbindung kann aus 1-Mesitoyl-f-p-glucopyranose in Isopropylalkohol 
mit Methansulfonsiure als Katalysator gewonnen werden (bei 60°, etwa 11 Stdn.), 
Ausb. 29,5% d. Th., umkristallisiert aus Aceton (mit Animpfen). 


Zusammenfassung 


Es wurde die Spaltbarkeit einer Reihe von (z. T. erstmalig herge- 
stellten) «-D-Glucosiden von Phenolen und Alkoholen durch Hefe-«-D- 
Glucosidase quantitativ untersucht. Dabei ergab sich, daB die Ge- 
schwindigkeit der Spaltung von Phenol-x-D-glucosiden in den meisten 
Fiillen parallel geht mit der Aciditat des Aglucons. Auch bei den Alkohol- 
a«-D-glucosiden ist ein Zusammenhang zwischen fermentativer Spaltbar- 
keit und Beweglichkeit des Wasserstoffatoms der Hydroxylgruppe zu 
erkennen. Daneben spielen sterische Einfliisse eine Rolle, allerdings 
geringer als bei anderen Glykosidasen, z. B. der 6-D-Glucosidase des 
SiiBmandelemulsins. 


18 B. Lindberg, Acta chem. scand. 8, 151 [1949]. 
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Summary 


The rates of hydrolysis of a series of «-D-glucosides of phenols and 
alcohols (some of them prepared for the first time) by yeast «-D-gluco- 
sidase has been investigated quantitatively. In most cases, the rate of 
hydrolysis of phenol-x-D-glucosides paralleled the acidity of the aglucone. 
Alcohol-x-D-glucosides also showed a relationship between the rate of 
enzymic hydrolysis and the reactivity of the hydrogen atom of the 
hydroxyl group. Steric effects also play a part, but not to the same 
extent as with other glycosides, e.g., the #-D-glucosidase of sweet 
almond emulsin. 


Professor Dr. B. Helferich, Chemisches Institut der Universitét, Bonn, 
Meckenheimer Allee 168. 
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Neue Dipeptide des Histidins 
Von 


Friedhelm Schneider 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 
(Dir.: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. April 1960) 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Zinkaffinitit von 
Imidazolverbindungen! priiften wir u. a. Histidin? und histidylhaltige 
Peptide*®, wie z. B. Histidyl-glycin, Histidyl-alanin, Histidyl-leucin, 
Glycyl-histidin, Asparagy!-histidin, Histidyl-histidin, Glycyl-histidyl- 
leucin und Carnosin. Sowohl die priparative Darstellung? der Zink- 
komplexe dieser Peptide als auch die potentiometrische Bestimmung 
der Stabilitiitskonstanten* zeigten, daB das Zinkbindungsvermégen des 
Histidins durch die Peptidstruktur stark variiert wird. 

Die Weiterfiihrung dieses Programms verlangte die Synthese neuer 
Peptide und Peptidderivate mit amino-endstindigem, carboxyl-end- 
stiindigem oder mittelstiindigem Histidylrest und vor allem auch die 
Verkniipfung des Histidins mit weiteren trifunktionellen Aminosiuren. 
Um den EinfluB freier Carboxylgruppen auf die Metallbindung ermitteln 
zu kénnen, waren auferdem Histidylpeptide mit verschlossener Carb- 
oxylgruppe (Amide, Hydrazide oder Ester) erforderlich. 

Nachstehend berichten wir iiber Synthesen histidylhaltiger 
Dipeptide, in denen Histidin zumeist amino-endstindig mit einer 
zweiten trifunktionellen Aminosiure verkniipft ist. Es handelt sich um 
die folgenden Verbindungen: 

L-Histidyl-L-serin, 
L-Histidyl-L-glutaminsiure, 
L-Histidyl-L-asparaginsiure, 
L-Histidyl-DL-tryptophan, 
L-Histidyl-L-leucin-methylester-dihydrochlorid, 
L-Histidyl-L-leucinamid-dihydrochlorid, 
L-Glutamy1-L-histidin, 
sowie um die Carbobenzoxy-Verbindungen von 
L-Glutaminy]-L-histidin, 
L-Histidyl-S-benzyl-L-cystein, 
S-Benzy|-L-cysteinyl-L-histidin. 
1G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 305, 1 [1956]. 
2 G..Weitzel, F.Schneider, A.-M. Fretzdorff u. H.-E. Heyke, diese 
Z. 807, 14 [1957]. 


3G. Weitzel, F. Schneider u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 307, 23 [1957]. 
4 G. Weitzel, W.Schaeg u. F.Schneider, Liebigs Ann. Chem. 682, 124[1960]. 
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Ergebnisse 


In der Hauptsache verwendeten wir die Carbobenzoxy-Azid- 
Methode, welche bereits von Holley und Sondheimer® mit Erfolg fiir 
die Darstellung von Histidylpeptiden benutzt wurde. Daneben kamen 
auch die ,,Mixed-Anhydrid-Methode‘‘*, das ,,Sheehan‘‘-Verfahren’ sowie 
die ,,aktiven Ester‘‘® zur Verwendung. Alle Synthesen wurden ohne 
Schutz des Imidazolrestes des Histidins durchgefiihrt. Die optische 
Reinheit der dargestellten Verbindungen wurde nicht gepriift, da die 
optischen Eigenschaften auf die px-Werte und das Metallbindungs- 
vermégen keinen Einflu8 ausiiben. Die nach der Azid-Methode gewon- 
nenen Peptide und Zwischenprodukte diirften aber sterisch einheitlich 
sein, da ein grofes Erfahrungsmaterial gezeigt hat, daB diese Methode 
ohne Racemisierung verliuft. 


Die in Tab. 1 aufgefiihrten Cbo*-Peptidester und Amide mit Histidin 
als aminoendstindiger Aminosiiure wurden mit Hilfe der Azid-Methode 
dargestellt. Man‘erhielt in fast allen Fallen zufriedenstellende Ausbeuten, 
und die Reinigung der Produkte gelang ohne Schwierigkeiten durch Um- 
kristallisation. Eine Ausnahme bildet der Cbo-L-Histidyl-L-histidin- 
methylester, den man nur in einer max. Ausbeute von 35°, erhielt und 
der in das Hydrazid iibergefiihrt wurde. Zwischenprodukte fiir die Dar- 
stellung von L-Histidyl-L-glutaminsaure, L-Histidyl-L-asparaginsiure 
und L-Histidyl-L-serin unter Verwendung von 1-Benzyl-L-histidin und 
Dicyclohexylcarbodiimid als Kupplungsreagenz sind von Theodoro- 
poulos® beschrieben worden, nicht aber die freien Peptide. 


Fiir die Synthese des N-Cbo-S-Benzyl-L-cysteinyl-L-histidin-me- 
thylesters benutzten wir die Methode von Sheehan’. Die Kniipfung der 
Peptidbindung unter Verwendung von Dicyclohexylcarbodiimid muB in 
der Kialte durchgefiihrt werden, da sich sonst eine erhebliche Menge 
substituierten N.N’-Dicyclohexylharnstoffs bildet. Diese auch von 
anderen Autoren?® 11 beobachtete Nebenreaktion wird beim Arbeiten 
in der Kiilte weitgehend unterbunden. 

Cbo-L-Glutamy]-y-methylester-L-histidin-methylester erhielten wir 
ausgehend vom Cbo-L-Glutaminsiure-y-methylester iiber die Mixed- 
Anhydrid-Methode. Das Reaktionsprodukt konnte durch sehr lang- 
sames Eindampfen der alkoholischen Lésung kristallin erhalten werden. 





* Cbho = Carbobenzoxy. 

5 R. W. Holley u. E. Sondheimer. J. Amer. chem. Soc. 76, 1326 [1954]. 

6 Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]; 
R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]. 

? J.C. Sheehan u. G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 [1955]. 

8 R. Schwyzer, M. Feurer u. B. Iselin, Helv. chim. Acta 88, 83 [1955]. 

® D. Theodoropoulos u. G. Félsch, Acta chem. scand. 12, 1955 [1958]; 
D. Theodoropoulos, ebenda 12, 2043 [1958]. 

10 R. B. Merrifield u. D. W. Woolley, J. Amer. chem. Soc. 78, 4646 [1956]. 

11 B. Helferich u. H. Boshagen, Chem. Ber. 92, 2813 [1959]. 


6* 








F. Schneider, 





Tab. 1. Carbobenzoxy-peptidester und -amide. 
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. rH / % Umkri- 
at Formel %N | %N] Schmp. 2 ae 
Peptid Mol.-Gew. | Ber. | Gef. (°C) — stallisiert 
veute aus 
Cbo-L-His-L-Leu-OCH, C,,H.gN,O; | 13,47 | 13,35 | 126—128]} 80 | Aceton/ 
416,5 Wasser 
Cbo-L- His-L-Leu-NH, Cy9H,,N;0, | 17,45 | 17,59 | 188—189]} 90 | Aceton 
401,4 (aus 
Ester) | 
Cbo-.- His-L-Asp-(OC,H;), Cy.H3gN,O, | 12,17 | 12,03 | 140—142| 76 | Alkohol 
460,4 
Cbo-L-y's-L-Glu-(OC,H;). C,g3Hy9N,0, | 11,82 | 11,89 | 145—147] 82 | Alkohol 
474,4 
Cbo-.-His-L-Ser-OCH,° CygH2.N,O, | 14,36 | 14,26 | 140—142] 75 | Alkohol 
390,4 
Cbo-L- His-pL-Ser-OCH, C\,H,.N,O, | 14,36 | 14,47 | 130—133] 60 | Alkohol 
390,4 
Cbo-L- His-pL-Try-OCH, CygH,,N;05 | 14,30 | 14,10 | 163—164| 45 | Alkohol/ 
489,5 Ather 
Cbo-.- His-pL-Try-NH, Cy5HygN,gOq | 17,70 | 17,45 |195—197| 80 | Methanol 
474,5 (aus | /Ather 
Kster) 
Chbo-L-His-L-CyS(Bzl)*-OCH, | C,;H..N,O,S| 11,28 | 11,36 |116—118} 76 | Alkohol 
496,5 
N-Cbo-L-CyS(Bzl)*-.-His- 
-OCH, C,;H,.N,0;S| 11,28 | 11,33 | 138—140| 60 | Alkohol 
496,5 
Cbo-L-Glu(NH,)-L-His-OCH, | C. 9H,;N;0, | 16,23 | 16,15 |190—191] 60 | Wasser 
431,3 sled 
Cbo-L-Glu(yOCH;)-.-His- 
-OCH, 12,54 | 12,31 |} 154—155| 70 | Alkohol 


* Bzl = Benzyl. 


C,H .N,0, 
446 


’ 














** Ber. C 55,1 H5,8 Gef. C 55,3 H 5,9. 








Cbo-L-Glutamin-cyanmethylester, der nach Schwyzer und Mit- 
arbeitern® aus Cbo-L-Glutamin und Chloracetonitril erhalten wurde, 
diente uns fiir die Herstellung des Cbo-L-Glutaminyl-L-histidin-methyl- 
esters und fiihrte zu einem kristallisierten Endprodukt. Bei Verwendung 
der Mixed-Anhydrid-Methode kam man hier nur zu einem amorphen 


Produkt. 


Im Hinblick auf eine weitere Verlingerung der Peptidkette wurden 
einige Cbo-Peptid-hydrazide aus den Estern hergestellt (Tab. 2). Der 
Cbo-L-Seryl-L-histidin-methylester wurde als Rohprodukt mit Hydrazin- 
hydrat umgesetzt und dabei ein reines Hydrazid erhalten, wihrend es 


nicht méglich ist, ohne Gegenstromverteilung den analysenreinen Cbo- 
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Tab. 2. Carbobenzoxy-peptid-hydrazide. 











a eve ee Umkri- 
Peptid ae _— rT 2, : “. stallisiert 
ee . . . aus 
Cbo-L-His-L-His-NHNH, CypH,,N,O, | 25,44 | 25,19 | 148—150]| Alkohol 
440, 
Cbo-L-His-L-Ser-NHNH, C,7,H..N,O, | 21,52 | 21,32 | 195—197 | Wasser 
390,4 





Cbo-t-Glu(NH,)-L-His-NHNH,| C,,H,;N;O, | 22,78 | 22,24 | 189—192 | Alkohol 
43 


’ 














Cbo-i-Ser-L-His-NHNH,® C,;H..N,O; | 20,58 | 20,35*] 184—186 | Alkohol 
- H,0 
408,4 
Cbo-L-His-L-Leu-NHNH,* CypHogN,O, | 20,19 | 19,98 | 177—178 | Alkohol 


’ 





Cbo-L-His-pL-Try-NHNH, C,;H,,N,0, | 19,31 | 19,45 | 114—115 | Wasser 
-H,O 




















507,4 
H-i-His-NHNH, C,H,,N;O0 | 41,40 | 41,40 | 119—121 | Metha- 
169,1 nol/Ather 


* Ber. C 50,0 H5,9 Gef. C 49,9 H 6,1. 


Peptidester zu erhalten®. Das aus dem Hydrazid dargestellte Azid ist 
sehr unbestindig und geht schnell eine intramolekulare Reaktion unter 
Beteiligung des [midazolringes ein, wobei es zur Bildung schwerldslicher, 
mit Pauly-Reagenz nicht reagierender Produkte kommt. Aus dem 
L-Histidin-methylester wurde L-Histidin-hydrazid erhalten. 

Da uns die zinkbindenden Eigenschaften von Peptidhydraziden 
interessierten, versuchten wir eine Abspaltung des Cbo-Restes vom 
Cbo-L-Histidyl-L-leucin-hydrazid und Cbo-L-Histidyl-L-histidin-hydra- 
zid. Die Abspaltung des Cbo-Restes trat nur sehr langsam ein und erst nach 
24stiindiger Behandlung mit Wasserstoff wurden einheitliche Produkte 
erhalten, die mit Ninhydrin nicht reagierten, mit Pauly-Reagenz im 
Papierchromatogramm einen Flecken zeigten. Die genaue Struktur dieser 
Verbindungen, die cyclisch sein diirften, ist noch nicht geklart. 

Durch alkalische Verseifung der entsprechenden Ester in Methanol/ 
Wasser oder Dioxan/Wasser mit der iiquivalenten Menge Natronlauge 
erhieiten wir die in Tab. 3 beschriebenen Cbo-Peptide, deren Isolierung 
und Reinigung keine besonderen Schwierigkeiten bot. Die Verseifung 
des Cbho-L-Glutaminsiure-y-methylester-L-histidin-methylesters fiihrte 
allerdings nicht zu einem einheitlichen Produkt. Das Papierchromato- 
gramm zeigte nach Verseifung zwei Flecken. Wir fiihren das auf die bei 
Verseifung von Glutaminsiure-peptidestern bekannte a-—>y-Isomeri- 
sierung zuriick. Die Abspaltung der Schutzgruppen konnte durch Be- 
handlung des Cbho-Peptidesters mit konz. Salzsiure bei 37° innerhalb 
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Tab. 3. Carbobenzoxy-peptide (Verseifungsprodukte der Cbo-Peptidester). 
































Peptid Formel %N}]%N]| Schmp. ie ke i 
E Mol.-Gew. | Ber. | Gef. | (°C) | Ue. |S ietert 
peute aus 
Cbo-L-His-L-Asp-OH C, gH. )N,0, | 13,85 | 14,00 222 72 | Wasser 
404,3 
Cbo-L-His-L-Glu-OH. CigHa.N,O, | 13,38 | 13,40 | 169—171] 65 | Wasser 
418,3 
Cbo-.-His-t-Ser-OH C,,Hs 9N 40, | 14,88 | 14,90*) 202—204] 67 | Wasser 
376,3 
Cbo-t-His-L-CyS(Bzl)-OH C,,H,,N,0;S | 11,60 | 11,77 | 191—192] 65 | Alkohol 
482,4 
Cbo-L-His-pL-Try-OH C,;H,;N,;O; | 14,73 | 14,79 |172—175| 70 | Alkohol 
475,4 





N-Cbo-u-CyS(Bzl)-t-His-OH |C,,H,,N,0,S | 11,60 | 11,81 | 149—152] 70 | Alkohol 
rt 





Cbo-L-Glu-L-His-OH CypH,, 





~ 




















* Ber. C 54,2 H5,3 Gef. C 53,9 H 5,5. 


von 70 Min. erreicht werden. Auf diesem Wege erhielt man ein chro- 
matographisch reines Peptid. 


Die Behandlung der Cbho-Peptide mit Pd/H, lieferte die Peptide der 
Tab. 4. Bei der Abspaltung des Cbo-Restes von Cbo-L-Histidyl-DL- 
tryptophan ist zu beachten, da der sonst iibliche Zusatz von Saure 
unterbleibt, da man beim geringsten Ansiuern der Reaktionsmischung 
nur rot bis rot-violett gefiirbte Endprodukte erhalt, die sich nur schwer 
entfiirben lassen. Auch ohne Zusatz von Siure ist die Abspaltung des 
Cbo-Restes innerhalb von 1'/, bis 2 Stdn. quantitativ und man erhilt 
ein sauberes, farb!oses Endprodukt. 


L-Histidyl-L-leucinamid-dihydrochlorid und L-Histidyl-L-leucin- 
methylester-dihydrochlorid fallen zuniichst als Ole an, die durch Um- 
fillen aus Methanol und Behandeln mit Ather als amorphe Pulver er- 
halten werden kénnen. 


Zur Kontrolle ihrer Reinheit haben wir alle Zwischen- und End- 
produkte papierchromatographisch gepriift, und zwar in Butanol/Eis- 
essig/Wasser 4: 1:1 und Pyridin/Wasser 65 : 35 (Papier Schleicher & Schiill 
2043b). Als Spriihreagenz diente auBer Ninhydrin diazotierte Sulfanil- 
siure (Pauly-Reagenz) in alkalischer Lésung. Damit konnten auch alle 
ninhydrinnegativen Cbo-Derivate sichtbar gemacht werden. Bei trypto- 
phanhaltigen Verbindungen verwendeten wir auSerdem das Ehrlich- 
Reagenz (p-Dimethylamino-benzaldehyd). 


N,;O, | 16,77 | 16,55 | 191—193] 55 | Alkohol 
4 
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Tab. 4. Dipeptide mit aminoendstandigem Histidin und Glutamy]-histidin. 









































. Formel %N %N Schmp. 
De 0 oO 
Peptid Mol.-Gew. Ber. Gef. (°C) 

H-1-His-Lt-Ser-OH C,H, ,N,0, 23,12 | 23,15 140—142 
242,2 

H-.-His-Lt-Glu-OH C,;H,,N,0; 19,72 | 19,95* | 219—220 
284, : 

H-1-His-L-Asp-OH CyoH,4N,0O;°H,O | 19,40] 19,10 | 140—141 
288,¢ 

H-.-His-pi-Try-OH C,,H, N,O,: H,O 19,50 | 19,27 >160 
359,3 unscharf 

H-1-His-t-Leu-OCH,-2HCl | (,,;H,.N,O,-2HCl | 15,76 | 15,55** | 132—135 
355,4 Zers. 

H-i-His-L-Leu-NH,-2HCl C,.H,,N;0,- 2HCl | 20,60] 20,42 195—200 
340,3 Zers. 

H-u-Glu-L-His-OH C,,H,,.N,O, 19,70 | 19,62 |177—178° 
284,3 

* Ber. C 46,4 H5,6 Gef. C 46,6 H 5,8. ** Ber. (119,96 Gef. Cl 20,27. 


Beschreibung der Versuche 


Folgende Aminosiureester-hydrochloride wurden nach bekannten 
Verfahren hergestellt : 

Schmp. (°C) 
Glycin-athylester-hydrochlorid. . ..... . 144 
L-Leucin-methylester-hydrochlorid. . . . . . 145—146 
L-Histidin-methylester-dihydrochlorid . . . . 199—2001 
L-Glutaminsiure-diithylester-hydrochlorid . . 104—106 
L-Glutaminsiiure-y-methylester-hydrochlorid. . 16118 
L-Asparaginsé.ure-diaithylester-hydrochlorid . . 109—110 
DL-Tryptophan-methylester-hydrochlorid . . . 225—227 
S-Benzyl-L-cystein-methylester-hydrochlorid. . 151—153 
L-Serin-methylester-hydrochlorid. . . . . . . 165—166 
DL-Serin-methylester-hydrochlorid. . . . . . 1l4—115 


Cbo-Chlorid wurde nach 1. ¢.18* gewonnen. 


Cbho-L-Histidin-hydrazid!: 18g L-Histidin-methylester- 
dihydrochlorid wurden in Anlehnung an Holley und Sondheimer 

12 N. C. Davis, J. biol. Chemistry 228, 935 [1956]. 

18 R. A. Boissonnas, St.Guttmann, P. A. Jaquenoud u.J. P. Waller, 
Helv. chim. Acta 38, 1491 [1955]. 

13a H. E. Carter, R. L. Frank u. H. W. Johnston, Org. Syntheses 23, 13 
{1943]. 
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mit Cbo-Chlorid umgesetzt und der erhaltene Cbo-L-Histidin-methyl- 
ester mit Hydrazinhydrat in das Hydrazid iibergefiihrt. Man erhielt 
nach Umkristallisation aus 200 m/ Wasser 10 g Endprodukt (55% d. Th.) 
vom Schmp. 173—175°. 

Cbo-L-Histidyl-L-glutaminsiure-diithylester: 6,06g Cbo- 
L-Histidin-hydrazid werden in 30 ml 2n HCl gelést, auf —5° gekiihlt 
und mit einer Lésung von 1,5 g Natriumnitrit in 5 ml Wasser in das Azid 
iibergefiihrt. Man hilt die Reaktionsmischung 5 Min. unter Schiitteln 
bei dieser Temperatur, iiberschichtet mit 80 ml kaltem Essigester und 
gibt in einer Portion 25 m/ einer eiskalten 50proz. Kaliumcarbonat- 
lésung hinzu. Nach kriftigem Ausschiitteln trennt man die organische 
Phase ab, schiittelt die wiBr. Phase nochmals mit 20 ml Essigester aus 
und trocknet die vereinigten Essigesterlésungen in der Kiilte iiber Na- 
triumsulfat. 5,7 g L-Glutaminsiure-diithylester-hydrochlorid 
werden mit 70 m/ Ather versetzt, im Eisbad gekiihlt und 30 ml einer 
kalten 50 proz. Kaliumcarbonatlésung zugesetzt. Man schiittelt kriftig, 
bis sich aller Ester gelést hat, und trennt die Atherphase ab, die man 
iiber Na,SO, in der Kiilte trocknet. Man vereinigt die beiden Lésungen, 
wiischt das Na,SO, mit etwas Essigester aus und liBt die Reaktions- 
mischung 24 Stdn. bei 0° und 12 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen. 
Bereits nach 2 Stdn. ist die Kristallisation im vollen Gange. Die Kristalle 
werden abfiltriert und aus Alkohol umkristallisiert. Rohprodukt 7,2 g 
(80% d. Th.). 

Nach diesem Verfahren wurden in kleineren oder gréBeren Ansitzen 
die iibrigen Cbo-Peptidester erhalten. Die meisten Verbindungen 
kristallisierten aus der Reaktionsmischung aus und waren nach ein- 
maligem Umbkristallisieren rein. Der L-Serin-methylester wurde mit 
Chloroform/Ammoniak!4 aus dem Hydrochlorid dargestellt, das Chloro- 
form verdampft und der Ester in Ather gelést. Man kann das Cbo-L- 
Histidinazid auch in Chloroform aufnehmen, mu8 dann aber mit Tri- 
ithylamin die wi®r. Phase alkalisch machen, da man mit Kalium- 
carbonatlésung keine Trennung der Phasen erreicht. Auch dieses Ver- 
fahren hat sich bewihrt. Man lést dann das zu kuppelnde Aminosiure- 
ester-hydrochlorid ebenfalls in Chloroform unter Zugabe von Triithyl- 
amin?’, 

Cbo-L-Histidyl-L-leucinamid™”: 5 g Cbo-L-Histidyl-L- 
leucin-methylester wurden in 100 ml Methanol gelést, bei 0° mit 
Ammoniak gesittigt und 3 Tage bei Zimmertemperatur belassen. Da- 
nach verdampfte man im Vak. das Lésungsmittel und behandelte den 
Riickstand mit wenig Aceton. Dabei erfolgte sofort Kristallisation. 

Auf demselben Wege wurde Cbho-L-Histidyl- DL-tryptophan- 
amid erhalten. Das Produkt wurde aus Methanol/Ather umkristallisiert. 

Cbho-L-Glutamyl-y-methylester-L-histidin-methylester: 
8,9g Cbho-L-Glutaminsiure-y-methylester! werden in 100 ml 


14 G. Hillmann, Z. Naturforsch. 1, 682 [1946]. 
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Chloroform gelést, 4,8 m/ Triithylamin zugegeben, auf —5° gekiihlt, 
3 ml Chlorameisensiure-iithylester zugesetzt und nach 15 Min. eine 
Lésung von 7,4g L-Histidin-methylester-dihydrochlorid und 9,6 ml 
Triiithylamin in 70 ml Chloroform zugesetzt. Es wird 1 Stde. im Eisbad 
geriihrt, danach liBt man auf Zimmertemperatur kommen. Man wischt 
mit 10 m/ Wasser, 10 m/ Hydrogencarbonat-Lésung und 10 m/ Wasser 
und trocknet iiber Natriumsulfat. Nach dem Trocknen verdampft man 
das Lésungsmittel und lost den Riickstand in heiSem Alkohol. Nach dem 
Erkalten setzt man etwas Petrolither zu und lé8t im Kiihlschrank 
stehen. Dabei erhilt man eine gallertartige Masse. Durch wiederholtes 
Umkristallisieren aus Alkohol und langsames Eindampfen der alkoho- 
lischen Lésung erhalt man ein kristallisiertes Produkt. 

Cbho-L-Glutamin-cyanmethylester: 2,8g Cbo-L-Gluta- 
min?® werden mit 2,5 ml Triiithylamin iibergossen und 2 m/ Chlor- 
acetonitril zugesetzt. Man liBt die Reaktionsmischung 2 Stdn. bei 50 
bis 70°, entfernt das iiberschiissige Chloracetonitril im Vak. Der Riick- 
stand wird in 50 m/ Essigester aufgenommen, mit 2n HCl, 5proz. Hy- 
drogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen und iiber Na,SO, ge- 
trocknet. Man engt im Vak. ein und gibt Petrolither zu. Dabei erfolgt 
Kristallisation. Ausb. 80°, d. Th., Schmp. 135°. 


C,;H,,N,0; (319,3) Ber. C 56,45 H 5,37 N 
Gef. C 56,45 H 5,37 N 
Aus ungeklirter Ursache fiel der N-Wert immer zu hoch aus. 
Cbho-L-Glutaminyl-L-histidin-methylester: 960 mg Cbo-L- 
Glutamin-cyanmethylester werden in einer Lésung von 1,2¢ 
L-Histidin-methylester in 6 ml Acetonitril eingetragen und in der 
Wirme in Lésung gebracht. (L-Histidin-methylester wurde aus dem 
Dihydrochlorid mit Chloroform/Ammoniak bereitet.) Die Reaktions- 
mischung wird 48 Stdn. bei Zimmertemperatur belassen. Wahrend dieser 
Zeit scheidet sich das Reaktionsprodukt als gallertartige Masse aus. Es 
wird abfiltriert und aus 8 m/ Wasser umkristallisiert. 
N-Cbo-S-Benzyl-L-cysteinyl-L-histidin-methylester: 
3,45 ¢ N-Cbho-S-benzyl-L-cystein!® wurden in 50 ml Methylen- 
chlorid gelést, 1,7 g L-Histidin-methylester zugesetzt, auf —10° 
gekiihlt und eine Lésung von 2,24 g Dicyclohexyl-carbodiimid !* in 10 m/ 
Methylenchlorid zugetropft. Man lieB iiber Nacht bei —10° stehen. Da- 
nach noch einen Tag bei Zimmertemperatur und gab einige Tropfen 
Kisessig hinzu. Nach Abtrennung des ausgeschiedenen Dicyclohexyl- 
harnstoffs wurde mit Wasser und Hydrogencarbonat-Losung gewaschen, 
iiber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vak. verdampft. Der 
Riickstand wurde 2mal aus Alkohol unter Zusatz von Ather umkristalli- 
siert. 


13, 
13, 


15 B. Hegediis, Helv. chim. Acta 81, 737 [1948] u. zwar S. 742. 
16 KE. Schmidt, F. Hitzler u. E. Lahde, Chem. Ber. 71, 1933 [1938]. 
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Cbo-L-Histidyl-L-leucin-hydrazid!: 3g Cbo-L-Histidyl- 
L-leucin-methylester wurden in 10 ml absol. Alkohol gelést, mit 
1ml 100proz. Hydrazinhydrat versetzt und 24 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur belassen. Das Reaktionsprodukt wurde abfiltriert und aus 
6 m/ Athanol umkristallisiert. 

Cbho-L-Seryl-L-histidin-hydrazid: 2,5g Cbo-L-Serin-hy- 
drazid?? wurden in das Azid iibergefiihrt und in Chloroform gelést. Aus 
2,80 g L-Histidin-methylester-dihydrochlorid wurde mit Chloro- 
form/Ammoniak die Base in Freiheit gesetzt und die Chloroformlésung 
des Esters mit der Azidlésung vereinigt. Nach Stehenlassen iiber Nacht 
wurde mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Chloro- 
form im Vak. verdampft. Der dlige Riickstand wurde nach restloser Ent- 
fernung des Chloroforms in Methanol gelést und mit 1,2 m/ 100proz. 
Hydrazinhydrat versetzt. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurden die 
Kristalle abgesaugt und aus Wasser umkristallisiert. 

L-Histidin-hydrazid: 10g L-Histidin-methylester-dihy- 
drochlorid wurden mit Chloroform/Ammoniak in die Base tibergefiihrt, 
das Chloroform im Vak. verdampft, der Riickstand zur Entfernung des 
Chloroforms 2mal in 10 m/ Methanol gelést und das Lésungsmittel ver- 
dampft, danach in 20 m/ absol. Methanol gelést und 3 ml Hydrazin- 
hydrat (100proz.) zugesetzt. Es wurde 3 Tage bei Zimmertemperatur 
belassen, im Vak. eingedampft, der Riickstand in wenig Methanol gelést 
und in 200 ml Ather eingetropft. Das zunachst dlige Produkt kristalli- 
sierte nach Stehenlassen bei Zimmertemperatur. 

Die iibrigen in Tab. 2 beschriebenen Hydrazide wurden auf dem- 
selben Weg erhalten. 

Als Beispiel fiir die Verseifung der Cbo-Peptidester beschreiben wir 
die Verseifung des Cbo-L-Histidyl-L-glutaminsiure-diithylesters und 
des N-Cbo-S-Benzy]-L-cysteinyl-L-histidin-methylesters. 

Cbho-L-Histidyl-L-glutaminsaure: 2,36 g Cbo-L-Histidyl- 
L-glutaminsaiure-diithylester werden in 8ml Dioxan geldést, 
2,6 ml 4n NaOH zugegeben und | Stde. bei Zimmertemperatur belassen. 
Danach mit 2 ml 5n HCl neutralisiert und die Lésung im Vak. zur Trockne 
eingedampft. Der Riickstand wird aus siedendem Wasser umkristallisiert. 

N-Cbo-S-Benzyl-L-cysteinyl-L-histidin: 2,49 g N-Cbo-S- 
Benzyl-L-cysteinyl-L-histidin-methylester werden in einer Mi- 
schung aus 10 m/ Methanol und 5,2 ml In NaOH so lange geschiittelt, 
bis sich alles ge)<st hat. Danach wird noch 10 Min. bei Zimmertempe- 
ratur stehen gelassen und mit 2,6 m/l 2n HCl neutralisiert. Dabei kristalli- 
siert das Verseifungsprodukt aus, das aus Alkohol umkristallisiert wird. 

L-Histidyl-L-serin: 1,2g Cbo-L-Histidyl-L-serin werden 
in einer Mischung von 20 m/ Wasser, 10 ml Methanol und 0,5 ml Essig- 
siiure gelést, etwa 500 mg 10proz. Pd/Tierkohle zugesetzt und 2 Stdn. 


“7 ‘J. Harris u. J. 8. Fruton, J. biol. Chemistry 191, 143 [1951]. 
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Wasserstoff durch die Liésung geleitet. Nach Abtrennung des Kataly- 
sators wird im Vak. zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 5 ml 
heiBem Wasser gelést und langsam bis zur beginnenden Triibung mit 
absol. Alkohol versetzt. Nach Stehenlassen im Kiihlschrank wird das 
ausgefallene Produkt abfiltriert und noch einmal umkristallisiert. 

L-Glutamyl-L-histidin: 1 g Cbo-Dipeptidester wird in 10 ml 
konz. Salzsdure 70 Min. auf 37° erwarmt. Nach kurzer Zeit triibt sich 
die Lésung unter Abscheidung von Benzylchlorid. Man verdampft die 
Salzsiure bei 20° Badtemperatur im Vak., lost den Riickstand in wenig 
Wasser und verdampft abermals. Dann 6st man in 5 ml Wasser und 
bringt den py-Wert der Losung mit Diithylamin auf etwa 7 und dampft 
zur Trockne ein. Man extrahiert den Riickstand mit abso]. Alkohol in 
der Warme, filtriert das Ungeléste ab und kristallisiert aus Wasser/ 
Alkohol um. 


Zusammenfassung 


Synthesen bisher nicht bekannter Dipeptide des Histidins mit Serin, 
Asparaginsaure, Glutaminsiure, Glutamin, Tryptophan und Cystein 
werden beschrieben. 

Zur Kniipfung der Peptidbindung benutzte man vorwiegend die 
Carbobenzoxy-Azid-Methode, daneben auch die ,,Mixed-Anhydrid-Me- 
thode‘‘, das ,,Sheehan-Verfahren‘* und die Methode der ,,aktiven Ester*‘. 
Alle Synthesen fiihrte man ohne Schutz des Imidazolrestes durch und 
erhielt in den meisten Fallen kristallisierte Produkte. 

Zur weiteren Verliingerung der Dipeptide wurde ein Teil der Carbo- 
benzoxy-Peptidester in die Hydrazide umgewandelt. 


Summary 


The hitherto unknown dipeptides of histidine with serine, aspartic 
acid, glutamic acid, glutamine, tryptophan and cysteine have been 
synthesied. 

The carbobenzoxy-azide method, also the mixed anhydride method, 
the Sheehan method and the ,,active ester‘‘ method are used for the 
formation of the peptide linkage. All these syntheses were carried out 
without protection of the imidazole residue and gave, in most cases, 
crystalline products. 

To increase the chain length of the dipeptides, a portion of the 
carbobenzoxy-peptide esters was converted to the hydrazide. 


Dr. Friedhelm Schneider, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit, 
Tibingen, Gmelinstrape 8. 
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Eine Analyse der Gespinste der Kreuzspinne 
Von 
F. G. Fischer und Johann Brander 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, April 1960) 


Vet, lueget doch das Spinnli a, 
wie's zarti Fdde zwirne cha! 
Bas Gvatter, meinsch, chasch’s au ne so?“ 


Johann Peter Hebel 


Die kunstvollen Radnetze der Kreuzspinne (Araneus diadematus 
Clerck) reizten uns zu einer Untersuchung der chemischen Zusammen- 
setzung ihrer auch durch bemerkenswerte mechanische Eigenschaften 
sich auszeichnenden Fiiden. Dadurch sollte nicht nur ein Vergleich der 
Gespinste der Araneen mit den Gespinsten der Seidenraupe und anderer 
Insekten erméglicht werden; wir versuchten auch die Frage zu beant- 
worten, ob die von den verschiedenen Spinndriisen gebildeten, von der 
Spinne zu bestimmten konstruktiven Funktionen verwendeten Faden 
sich auch chemisch unterscheiden, 

Eine erste Kenntnis der in den ,,Spinnenseiden‘‘-Proteinen ent- 
haltenen Aminosiiuren ist schon von E. Fischer! vermittelt worden, der 
mit den damals ausgearbeiteten Verfahren 7 Aminosiuren in den Hydro- 
lysaten des Gespinstes einer groBen, auf Madagaskar heimischen Rad- 
netzspinne (Nephila madagascariensis) bestimmte. Seine Ergebnisse sind 
von Braunitzer und Wolff? durch eine Analyse des gleichen Objektes 
mit Hilfe papierchromatographischer Methcden bestitigt worden. Diese 
war angeregt worden durch eine sehr aufschluBreiche Untersuchung* 
iiber den Bau und die Leistungen des Spinnapparates von Nephila mada- 
gascariensis, auf die wir mehrfach Bezug nehmen werden. Analysen von 
Netzen einheimischer Spinnen sind uns nicht bekannt. 

Wir untersuchten sowohl Gespinste, die im Freien gesammelt, als 
auch solche, die von gefangengehaltenen Kreuzspinnen gewonnen waren. 
Analysiert wurden Mengen von 0,3—3,0 mg, im wesentlichen nach der 
friiher angegebenen Methode‘ der eindimensionalen chromatographischen 
Trennung der Aminosiiuren in gepufferten Papieren mit gepufferten 
Trennfliissigkeiten. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus min- 





1 E. Fischer, diese Z. 58, 126 [1907]. 

2 G. Braunitzer u. D. Wolff, Z. Naturforsch. 10b, 404 [1955]. 
3-H. M. Peters, Z. Naturforsch. 10b, 395 [1955]. 

4 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
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destens 3 voneinander unabhingigen Bestimmungen, das heiBt aus 3 ver- 
schiedenen Chromatogrammen. 

Die Analysen ganzer Netze (Tab. 1, Spalte 8) sollen zuletzt bespro- 
chen werden, da sich daraus die Zusammensetzung der Klebfiaden ergibt, 
deren Abtrennung von den anderen Fadenarten des Netzes nicht méglich 
war. Am leichtesten gelingt eine isolierte Gewinnung der Rahmenfiden 
erster Ordnung. auch Briickenfaiden genannt. Diese sind die oberen 
Querfiden, die beim Netzbau als erste erzeugt und zwischen zwei erhéhten 
Punkten ausgespannt werden; an ihnen wird dann das ganze iibrige Netz 
aufgehingt. Sie sind fester und dicker als alle anderen, nicht klebrig, und 
bestehen aus mindestens zwei nebeneinander laufenden oder lose anein- 
ander geschlungenen Einzelfiden. 

In Tab. 1, Spalte 1 und 2, sind die Analysen von zwei Briicken- 
fiden verschiedener Netze wiedergegeben, die im Freien, verbiirgt von 
Kreuzspinnen gewoben worden waren. Die Analyse des Rahmenfadens 
eines dritten Netzes hat nahezu gleiche Werte gegeben. Glycin und Alanin 


Tab. 1. Aminosiuren-Zusammensetzung der Spinnfaden der Kreuzspinne 
(Araneus diadematus Clerck) in g/100 g Substanz. 
1 und 2: Rahmenfaden von Netzen. 3, 4 und 5: Sicherheitsfaden. 
6 und 7: Kokongespinste. 8: 12 vereinigte Gesamtnetze. 





























1 2 3 4 5 6 7 8 

a 2,18| 2,20] 0,87| 3,48! 238! 692] 5.71/ 1,18 
Meath oa: 14.70| 14,05] 17.30] 18.45] 18.65| 18.10] 11.90] 8.80 
Sr .......| 8.70] 7.84] 835! 8.95] 7.90] 23,60] 22°40] 4.92 
See ‘ | 20,60] 22:00] 21.80] 26.80] 23.40] 13.46| 10.12] 32.90 
de oad 1,66| 1,21] 1.27] 2.61] 1.73| 3,08| 2.69| 1.96 
 iaparerae die 24.50] 21.60| 17.70] 18,62] 18,05] 20.60] 15.25] 10.35 
* ae 1.65} 1.40} 220/<0.2 | 1,08| 5,00] 5.10| 1.72 
Me Ly Se 4 4.45| 4.30! 6.40] 6,96] 6.50| 2.85| 2.46] 1.71 
| Saat 1.69} 1.97] 1.75] 248] 2.48| 2.00] 222] 220 
Ms diac: ‘| vo7} 2:12] 147] 263] 218] 2:39] 2:98] 1/34 
 ——— aa 2'65| 2.83] 1.58| 0.87] 1.08] 5.15] 6,90| 2:30 
Reco 212] 222] 0.98] 0.87] 1.08] 1.65] 1.41| 0.96 
a  l<02 |<02 |<02 |<02 |<0.2 | 4,80] 6.93] 1.10 
eae 16.20] 16.10] 16.90] 16.52] 15.70| 2.52] 1.64| 14.10 
Cy(SO,H) . . ..| 0,70! 0,60! 0,40/<0,2 |<o2 | — | 1,06] 2.17 
y-Amino-butters. . 0 0 0 0 0 0 0 21,45 
Summe |100,8 |100,4 | 99,0 |109,0 |102,2 |112,1 | 98,8 |109,0 





wiegen vor; sie betragen zusammen 45% des ganzen Fadens. Bemerkens- 
wert ist weiterhin der hohe Gehalt an Prolin und an Glutaminsaure (zu- 
sammen 30%), der den Spinnenfaden scharf vom Seidenfibroin von 
Bombyx mori unterscheidet (mit 0,74°% Prolin und 2,16°% Glutamin- 
siure). Serin und Tyrosin (etwa 7 bzw. 4%) sind hingegen in bedeutend 
geringerer Konzentration vorhanden als im Seidenfibroin (16,2 bzw. 
12,8%). 

Methionin, Cystin und Tryptophan fehlen in den Rahmenfaden 
ganz, wie iibrigens auch in allen anderen Fiiden der Kreuzspinne. Histidin 
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ist in den Hydrolysaten aller Fadenarten nur in Spuren (< 6,2) nach- 
zuweisen. 

Die Rahmenfiiden entspringen den beiden grofen Spulen des vor- 
deren Spinnwarzen-Paares; die beiden Glandulae ampullaceae majores 
speisen diese. Zusiitzliche Doppelfiiden kénnen aus jenen Spulen des 
mittleren Spinnwarzen-Paares stammen, die zu den Glandulae ampul- 
laceae minores fiihren. Aus dem gleichen, von den Ampullendriisen aus- 
geschiedenen Material werden auch die anderen Netzfiiden gebildet, mit 
Ausnahme der Klebfiiden. Nach Peters*® hat es den Anschein, daB bei 
der Herstellung der Radien und besonders der Hilfsspirale (von Nephila- 
Netzen) die von den kleinen Ampullendriisen erzeugte, diinnere Sorte 
bevorzugt oder allein verwendet wird. 

Aus den gleichen Sekreten werden auch die ,,Sicherheitsfiden“, 
gebildet, welche die Kreuzspinnen hinter sich herziehen und hie und da 
als Sicherung vor einem Absturz auf der Unterlage fixieren, auch wenn 
sie nicht Netze bauen. Da es leicht ist, gréfere Mengen der Sicherheits- 
fiiden von Tieren, die in Glaskisten gefangen sind, rein zu erhalten, 
wurden 8 solche Gespinste verschiedener weiblicher Kreuzspinnen analy- 
siert, um die Frage zu priifen, inwieweit eine bestimmte Fadensorte, von 
verschiedenen Individuen erzeugt, in der Zusammensetzung variieren 
kann. 

Drei herausgegriffene Beispiele sind in den Spalten 3, 4 und 5 wieder- 
gegeben; die iibrigen fiinf unterschieden sich in ihrer Zusammensetzung 
nicht stiirker. 

Es zeigt sich also, daf die Aminosiuren-Verhialtnisse der von gleichen 
Driisen erzeugten Sekrete auch bei verschiedenen Individuen nur in sehr 
engen Grenzen schwanken. Es wiegen die gleichen Siiuren vor wie in den 
Rahmenfiden-Hydrolysaten: Glycin, Alanin, Glutaminsiure, Prolin und 
Serin; zusammen betragen sie 85° der gesamten Menge. 

Die nicht grofen, jedoch gesicherten Unterschiede, die sich im Ver- 
gleich mit der Zusammensetzung der Rahmenfiden ergeben, z. B. der 
héhere Wert von Glutaminsiure und der niedrigere von Alanin, kénnten 
auf eine stiirkere Mitbeteiligung des Sekrets der kleineren Ampullendriisen 
zuriickzufiihren sein oder auf die Beimengung des Sekrets der Glandulae 
piriformes, welche die Haftfiiden ausscheiden, mit denen die Sicherheits- 
fiiden an der Unterlage festgeklebt werden’. 

Viel stairker und charakteristisch weichen die Aminoséiuren-Ver- 
hiltnisse in den Kokonfiden von jenen der Rahmen- und Sicherheits- 
faden ab. Die Werte der Spalten 6 und 7 von Tab. 1 geben zwei von drei 
ausgefiihrten Analysen der Kokongespinste von drei verschiedenen, in 
Glaskasten gehaltenen Kreuzspinnen wieder. Diese Gespinste werden er- 
zeugt zur dichten Einhiillung der Eigelege und sind gelb bis orangefarben, 
im Gegensatz zu den farblosen Fiiden der Netze. Von gleicher Farbe ist 
der Inhalt der Glandulae tubuliformes, aus dem die Kokonfiiden gebildet 
werden®. Bei minnlichen Webspinnen sind diese Driisen kleiner und in 
verminderter Zahl oder fehlen ganz. Der Farbstoff des Kreuzspinnen- 
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Kokons ist unbekannter Natur; im Gegensatz zu jenem des Nephila- 
Gespinstes!»? zeigt er nicht die Eigenschaften eines Siure-Basen-Indi- 
kators. Die Kokonfiiden werden aus je zwei Driisen der beiden hinteren 
Spinnwarzen und je einer der beiden mittleren Warzen herausgepreBt. 

Beim Vergleich ihres Aminosiuren-Gehaltes mit jenem der Rahmen- 
und Sicherheitsfaiden fallen besonders die viel héheren Prozentsitze an 
Serin, die viel niedrigeren an Glycin und Prolin auf. Bedeutend héher 
ist auch ihr Gehalt an Asparaginsiure, Valin, Leucin und Phenylalanin. 

Das Sekret der Glandulae tubuliformes unterscheidet sich also stark 
von jenem der Glandulae ampullaceae. 

Die Ermittlung der Bestandteile der K le bfiiden des Kreuzspinnen- 
Netzes muBte indirekt erfolgen, da wir, wie schon erwiihnt, keine Még- 
lichkeit zu ihrer Isolierung in geniigenden Mengen fanden. Die Kleb- 
fiiden oder Fangfiden sind jene als konzentrische Spirale die Radien des 
Netzes iiberziehenden Fiden, an denen die Beuteinsekten hiingen bleiben. 
In feuchter Luft, etwa an taufrischen Herbstmorgen, fallen die aufge- 
reihten, glinzenden Trépfchen auf, in die sich der hygroskopische Kleb- 
stoff zerteilt hat. Der Grundfaden ist ein aiuBerst diinner, dehnbarer 
Doppelfaden, nach Peters? (bei Nephila) von den Glandulae coronatae 
erzeugt und aus zwei Diisen des hinteren Spinnwarzen-Paares gepreBt. 
Bei Araneus wiiren die Glandulae ampullaceae des hinteren Warzenpaars 
den Glandulae coronatae homolog. Der Klebstoff wird von den relativ 
miichtig entwickelten Glandulae aggregatae sezerniert und durch Diisen, 
die den eben genannten Diisen des Grundfadens anliegen, als Uberzug 
auf diesen verteilt. 

Die Zusammensetzung der Klebfiiden muBte sich aus dem Vergleich 
der Analysen ganzer Netze mit jenen der Rahmen- und Sicherheitsfaiden 
ergeben, die des Klebstoffs aus der Untersuchung der wasserléslichen 
Anteile des Netzes. 

Spalte 8 der Tab. 1 zeigt die Ergebnisse der wiederholt ausgefiihrten 
Analyse von 12 vereinigten Netzen von groBer Reinheit, die eine in 
einem Glaskasten gehaltene, noch nicht ganz erwachsene weibliche Spinne 
lieferte. Die Netze wurden vollstandig, also auch mit den klebrigen Fang- 
fiden, hydrolysiert. In den Chromatogrammen fiel sofort ein starker 
Fleck auf, der in den Chromatogrammen der bisher erwaihnten Faden- 
arten nicht auftritt, und als y-Amino-buttersiure identifiziert wurde. 
Diese Siure, die etwa 1/,; des Gewichts des ganzen Netzes ausmacht, 
stammt, wie weiter unten ausgefiihrt, einzig aus dem Klebstoff der Fang- 
faiden. 

Beriicksichtigt man ihren Prozentsatz beim Vergleich der Mengen 
der anderen Aminosiiuren, so ergibt sich, daB in den Klebfiiden etwas 
mehr Prolin, viel weniger Alanin und Glutaminsiiure als in den anderen 
Netzfiaiden enthalten ist. Cysteinsiure, ebenfalls als Bestandteil des 
Wasserléslichen, liegt in héherer Konzentration vor als in den anderen 
Fadenarten. 
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In den wasserléslichen Anteilen sind, wie wir spiiter fanden, an die 
8% Taurin. Da Taurin und Glycin sich im Phenol-py12-Chromatogramm 
nicht ausreichend trennen lassen, umfaBt der Wert fiir Glycin in dieser 
Analyse (doch nicht in den anderen Spalten) Glycin + Taurin. Aus den 
spiiter ermittelten Taurin-Werten liBt sich auf etwa 24% Glycin in den 
Fangfiiden schlieBen, eine Menge also, die jener in den Rahmen- und 
Sicherheitsfiiden angeniihert gleich ist. 

Der sich in Wasser (von 2°) sehr schnell lésende Anteil der Netze ist 
erstaunlich groB, etwa 70°. Aus dieser Zahl geht die groBe Leistung der 
Glandulae aggregatae im Vergleich zu den anderen Spinndriisen hervor. 
Zur Kennzeichnung der von ihnen ausgeschiedenen Klebmasse unter- 
suchten wir die wiBrigen Ausziige der Netze ohne weitere Vorbehandlung 
und nach einer Hydrolyse chromatographisch und elektrophoretisch. 
In Extrakten von frisch gewobenen, trockenen Netzen sind freie Amino- 
siiuren héchstens in Spuren nachzuweisen. WaBrige Ausziige von einigen 
Netzen, die feucht im Herbst eingesammelt wurden, und solche von einer 
groBen Zahl von Netzen, die iiber zwei Sommer hinweg gesammelt 
worden waren, enthielten zwar mehrere freie Aminosiiuren in etwas 
hédheren Konzentrationen, doch nie mehr als insgesamt 6°% des Trocken- 
gewichts der Ausziige. Hier haben Autolysen oder bakterielle Zer- 
setzungen stattgefunden. Darauf weist auch die Anwesenheit von Spuren 
einiger proteinogener Amine. 

Die Hauptkomponente ist immer eine in Chromatographie und 
Elektrophorese einheitlich wandernde, stark basische Substanz. Da sich 
in den Extrakten auch freies Phosphat in erheblicher Menge (15%) 
findet, liegt diese Base im Klebstoff als Phosphat vor. Nach dem Ver- 
aschen bleiben 11° vom Trockengewicht des Wasserléslichen zuriick, 
hauptsichlich als Alkaliasche. 

Durch Hydrolyse der wasserléslichen Anteile wird hauptsichlich 
y-Amino-buttersiiure (19—21°,) erhalten, die aus der basischen Verbin- 
dung entstanden sein mu8, auBerdem Taurin (8—9%), Lysin und 
Serin (je 2—3%). Das Taurin liegt vor der Hydrolyse nicht immer 
frei vor; die Art seiner Bindung ist jedoch nicht geklart. 

Hingegen lieB sich die hygroskopische, basische Hauptkomponente 
nach Isolierung durch zweimalige Elektrophorese sicher als Amid der 
y-Amino-buttersiure kennzeichnen, da ihre Hydrolyse diese Amino- 
siiure und Ammoniak in diquimolaren Verhiltnissen gibt. Ein synthetisch 
gewonnenes Priparat verhielt sich in allen gepriiften Beziehungen gleich. 

Bemerkenswert ist, dafs die Faden der Araneen gar kein Cystein 
enthalten, daB aber Cysteinsiure, wenn auch in kleinen Mengen, regel- 
maBig nachzuweisen ist, und daB Taurin, welches zweifellos ebenfalls 
aus Cystein entsteht, sich in der Klebsubstanz findet. Wir halten es fiir 
unwahrscheinlich, daB Cysteinsiiure durch nachtrigliche Autoxydation 
von Cystein im Spinnfaden entsteht (wie in der Schafwolle), da wir die 
Saure auch in Sicherheitsfiiden gefangener Spinnen fanden, die sofort 
nach ihrer Ablage hydrolysiert wurden. Es ist wahrscheinlicher, daB die 
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Bildung von Cysteinsiure und Taurin aus Cystein im Stoffwechsel der 
Driisen erfolgt. 

Zur Erweiterung der geschilderten Befunde analysierten wir auch 
Spinnfiiden von drei anderen (in Gefangenschaft gehaltenen) Araneen. 
Kinige der Ergebnisse sind in Tab. 2 angegeben. 


Tab. 2. Aminoséiuren-Zusammensetzung (in g/100g Substanz) der Sicherheitsfaden 
und der Kokongespinste von 3 anderen Spinnenarten. 
1: Sicherheitsfaden von Araneus undatus. 2: Sicherheitsfaden von A. cucurbitanus. 
3: Kokongespinst von A. undatus. 4, 5 und 6: Kokongespinst von A. cucurbitanus. 
7: Rahmenfaden einer unbestimmten Radnetzspinne. 


























1 2 3 4 5 6 7 
Asparaginsféure. ... . 4,00} 4,00) 7,14] 2,20) 2,98] 7,94] 8,01 
Glutaminséure . . . . . | 14:40] 16,90] 13,95] 11,95} 11,90] 15,70] 17,03 
PANNA pss 8) se Lhe by a) as HY 9,40] 10,37] 24,40] 27,30} 26,50] 16,15] 7,20 
Giyoim,.. . . . « « » + | 22530) 20,00) 14:40) 12,20) 12:70) 23.351 11,60 
RMBGMIN s: 6), 55 se 1,42] 2,18] 3,34] 2,88] 2,98] 2,13] 2,68 
Alanin. ...... . . | 11,20] 14,00] 17,35] 30,90] 28,60] 21,80] 14,70 
IVR CP Si Wa bral 5,90] 3,18} 5,43] 11,00] 12,45) 6,18] 3,04 
PRURORMAs Saas Be Sha eM 3,58} 3,40] 4,86] 2,00] 2,03; 2,60/<0,2 
MSVBER chs hod By aon 1,80] 2,50} 0,93} 0,50] 0,50] 1,52] 4,21 
vy a a re 2,98] 2,46] 4,73] 4,70] 4,86] 3,90} 2,90 
MUUCH. 3) Sw eS 8,05} 7,90] 7,04) 4,30} 3,90) 5,10) 1,98 
Isoleucin. ..... . ; 4,20} 2,25] 1,31} 2,16] 1,95] 1,00} 0,99 
Phenylalanin. .... . 6,15] 1,50} 6,94/<0,2 |<0,2 5,50] 2,78 
OEE cos, esau, Vek & 9,40] 13,91] 2,52] 0,68] 0,67] 2,62] 39,40 
Cysteinsiure ..... . |<0,2 |<0,2 1,821<0,2 |< 0.2 i<02 1<02 
Summe |104,8 [113,5 [1162 |112,8 |112,0 |114,9 |116,5 








Die Sicherheitsfiden von A. undatus, der hiufig in Wasserniihe 
anzutreffenden Briickenspinne (Spalte 1) und vom kleinen, gelblich- 
griinen A. cucurbitanus (Spalte 2) gleichen in der Aminosiuren-Zu- 
sammensetzung weitgehend jenen von A. diadematus. 


In den Faden ihrer Kok ongespinste (Spalte 3—6) findet sich eben- 
falls, wie bei den Kokons der Kreuzspinne, der starke Anstieg des Serins, 
der Abfall des Glycin- und Prolin-Gehalts. Bemerkenswert ist, daB in 
einem der analysierten Kokons von A. cucurhitanus (Spalte 6), in welchem 
der Serin-Prozentsatz nicht so hoch ist wie in den anderen, der Glycin- 
Prozentsatz héher geblieben ist. Das kénnte darauf hinweisen, dal die 
bekannte Entstehung von Serin aus Glycin (durch die ,,aktive C,- 
Gruppe“) auch in den Glandulae tubuliformes der Bildungsweg dieser 
Hydroxyaminosiure ist. 


InSpalte 7 ist schlieBlich die Analyse eines starken Briickenfadens 
wiedergegeben, der im Mai in einem Mischwald gefunden wurde. Da die 
zugehérige Spinne sich nicht finden lie8, bleibt die Herkunft ungewi8. 
Die Werte werden trotzdem mitgeteilt, weil der Prolin-Gehalt so hoch ist 
(39,4%), wie er wohl sonst in keinem Protein gefunden wurde. Glycin 
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und Alanin sind in geringeren Prozentsiitzen vorhanden als in den 
anderen analysierten Rahmenfiiden. 
Auch die Zusammensetzung des Klebstoffs der Fangfaiden 


gesammelte Netze des Araneus raji var. betulae enthielten in ihrem 
wasserléslic*.en Teil freies Phosphat und y-Amino-buttersiiureamid. 
Durch Hydrolyse entstanden 22,1°% y-Amino-buttersiiure, 2,6% Taurin, 
1,9% Lysin und 0,9°% Arginin. 

Es ist daher wahrscheinlich, daB auch die Klebstoffe anderer Rad- 
netzspinnen als Hauptbestandteil das Amid dieser Aminosiure als 
Phosphat enthalten. 

y-Amino-buttersiiure ist neben gréBeren Mengen von Glutamin- 
siiure als freie Siiure auch im Giftsekret einiger Vogelspinnen-Arten 
(Grammostola, Acanthoscurria, Phamphobeteus und Lasiodora) gefunden 
worden®. Bei diesen Spinnen bilden die Spinndriisen keine Fangfiden ; 
die Ausscheidung der genannten Aminosiiuren wird von den umge- 
wandelten Speicheldriisen, den Giftdriisen, vorgenommen. Auch die 
Giftsekrete der brasilianischen Tarantel Lycosa erythrognatha und der 
Wanderspinne Phoneutria fera enthalten 24% bzw. 12% freie Glutamin- 
siure®. 

Die physiologische Bildung von y-Amino-buttersiure durch De- 
carboxylierung von Glutaminsiiure ist bekannt; ihr Amid kénnte durch 
Decarboxylierung von Glutamin entstehen. Im Prolin liegt die dritte 
biogenetisch dazugehérige Aminosiure vor. Offenbar verkniipft der 
Stoffwechsel der Spinnendriisen diese drei Siuren in gréferen Mengen, 
wie die Analyse der Giftsekrete der erwihnten Spinnen und der Ge- 
spinste der Araneen deutlich macht. 


Methodik 


Es ist bei den einzelnen Analysen angegeben, welche Gespinste im Freien 
gesammelt und welche von Spinnen gewonnen wurden, die in Glaskasten gefangen 
gehalten waren. Die Gespinste wurden nicht vorbehandelt, sondern nur von 
gréberen, mit der Pinzette faBbaren Fremdkérpern befreit. Nur solche wurden ana- 
lysiert, die bei mikroskopischer Betrachtung sich als wenig verunreinigt zeigten. 
Auch geringfiigig erscheinende, anorganische Beimengungen kénnen, ihrer viel 
groBeren Dichte wegen, die Gesamtwerte der Analysen stark beeinflussen. Auf fest- 
haftende Staubteilchen, auf die anorganischen Bestandteile der Faden selbst und 
auf die Schwierigkeit einer vollstandigen Trocknung der Spinnfaden sind wohl die 
Fehlbetrage von 10—20°%, zuriickzufiihren, welche die meisten Analysen haben. 
(Die Summe der Aminoséuren-Prozente miiBte rund 115% ergeben.) 

Die Gespinste wurden stets mindestens 2 Stdn. bei 60° bei 0,1 Torr iiber 
P,O; getrocknet, im verschlossenen Réhrchen abgewogen, mit 0,5 oder 1,0 em? 
6n HCl iibergossen, und, nach dem Zuschmelzen des Réhrchens, 24 Stdn. bei 100° 
belassen. 

Das Hydrolysat wurde in einer kleinen Schale bei Raumtemp. im Vak. iiber 
P,O; und KOH zweimal zur Trockene gebracht, um iiberschiissige Salzsiure zu ent- 
fernen, dann in 1,0 cm* Wasser gelést. Von dieser Lésuag wurden 10—80 mm? pro 








5 F. G. Fischer u. H. Bohn, Liebigs Ann. Chem. 6038, 232 [1957]. 
6 F. G. Fischer u. H. Bohn, diese Z. 806, 265 [1957]. 
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wurde an einem anderen Beispiel nachgepriift: Taufeuchte, im Oktober 
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Strich auf das Papier gebracht. Die chromatographische Trennung und die quanti- 
tative Bestimmung der Aminosaéuren wurden nach |. c.* ausgefiihrt. Stets wurde 
durch eine semiquantitative Voranalyse die ungefahre Zusammensetzung des 
Hydrolysats ermittelt und danach die angeglichene Vergleichslésung zubereitet, 
die bei der quantitativen Hauptanalyse verwendet wurde. Die angegebenen Werte 
sind Mittelwerte aus mindestens drei verschiedenen Bestimmungen, das heiBt der 
Photometrierung von jeweils 2—4 Flecken von drei verschiedenen Chromato- 
grammen. 

Hier folgen einige erganzende Angaben: 

Trennung des Tyrosins in eindimensionalen Papierchromatogrammen 

Zur volistandigen Trennung des Tyrosins von anderen Aminosauren, besonders 
von y-Amino-buttersiure, durch eindimensionale Chromategraphie, bewahrte sich 
als Trenngemisch n-Butanol/Eisessig/Puffer py6,0 4: 1:1. Die Art des Puffers ist 
wesentlich: Mit Phosphatpuffer wird keine Trennung erzielt; am geeignetsten ist 
ein Kaliumhydrogenphthalat-Puffer vom py6,0? (100cm* 0,lm KH[C,H,0,} 

+ 90,9 cm? 0,1In NaOH, auf 200 cm aufgefiillt). Mit dieser Losung puffert man auch 
das Papier. Nach 22 Stdn. (20°) ist das Tyrosin 11,5 cm weit gewandert, entspr. 
Ry 0,30. 

Tyrosin und y-Amino-butterséure haben in Phenol-pql- und Phenol-py 12- 
Chromatogrammen gleiche Ry-Werte. Zu ihrem qualitativen Nachweis nach Chro- 
matographie mit einer dieser beiden Losungen ist daher Trennung in der zweiten 
Dimension mit n-Butanol/Eisessig/Wasser, besser n-Butanol/Eisessig/Puffer py 1 
4:1: 1 notwendig. Das Tyrosin eilt der y-Amino-butterséure weit voraus. 


Bestimmung des Cystins in Anwesenheit von Cysteinsaure 


In Anwesenheit von Cysteinsaure 14Bt sich Cystin im Phenol-pg 1-Chromato- 
gramm nicht bestimmen, da beide Stoffe den gleichen Ry-Wert haben. Doch kann 
die Cysteinsaure im Phenol-pq12-Chromatogramm bestimmt werden. Sie bleibt 
sowohl bei py 1 wie bei py 12 als ,,.langsamste‘* Saure in der Nahe des Startstriches. 

Eine Bestimmung von Cystin und Cysteinsiure nebeneinander ist am besten 
méglich mit Phenol als Trennfliissigkeit, das mit Pufferldsung vom py3,2 gesattigt 
ist, und ebenfalls gepuffertem Papier (Puffer: 3,165 g Citronenséure - H,O + 1,76 g 
Na,HPO,: H,O/l, px 3,2). Andere Aminoséuren stéren nicht; Glucosamin gibt 
einen Fleck zwischen Cystin und Cysteinsiure. Laufzeit 24 Stdn. Noch 0,5 y 
Cysteinsaure sind bei 1-cm-Startstrichen erkennbar. 


Trennung des Taurins in eindimensionalen Papierchromatogrammen 

Bisher war keine Methode beschrieben, um Taurin in eindimensionalen Chro- 
matogrammen abzutrennen und zu bestimmen. Im Phenol-pg 12-Chromatogramm 
befindet sich Taurin zwischen Serin und Glycin und stért daher deren Bestimmung. 
Einwandfrei wird es getrennt mit dem Gemisch n-Butanol/Eisessig/Phosphatpuffer 
(0,02m, px6,2) 8: 4:1. Auf diesen Chromatogrammen ist Cysteinséure die ,,lang- 
samste‘‘ Siure, dann kommt der Fleck Lysin + Arginin, der sich gut vom folgenden 
Taurin-Fleck absetzt. 

Bestimmung des Prolins5:§ 

Die Analysenlésung wird strichférmig (Striche von 2 cm, mit jeweils 2 cm 
Abstand) auf die Startlinie des gepufferten Papiers aufgetragen (0,067m Phosphat- 
puffer, pH6,2). Trennung mit dem Gemisch: tert.-Butanol/Methylathylketon/ 
0,067m Phosphatpuffer, pq 6,2 2:2:1. Absteigende Chromatographie, Lauf- 
strecke des Prolins in 48 Stdn. 25—30 cm, R,y-Wert 0,25—0,35. Die Chromato- 
gramme werden getrocknet, durch das Isatin-Reazgenz (0.4% Isatin in wasser- 
gesitt. n-Butanol mit 8% Essigsiure) gezozen, nach dem Trocknen noch 10 Min. 


7 T. Teorell u. E. Stenhagen, Biochem. Z. 299, 417 [1938]. 
8 F. G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 297, 278 [1954]. 
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auf 100° erhitzt. Nach dem Zerschneiden des Papiers in der Laufrichtung in 4 cm 
breite Streifen wertet man die Farbstoffmenge der blauen Flecke mit Hilfe des 
Zeiss’schen Extinktionsschreibers, Filter FE 60, durch Planimetrierung der 
Kurven aus. 


Untersuchung der wasserléslichen Stoffe des Spinnennetzes 

a) Ein sehr groBes, an Klebfiiden reiches Netz, das in einem iiberdachten 
Schuppen von einer Kreuzspinne gewoben war, wurde von den Briickenfaden 
befreit. Der zihe, klebrige Klumpen wog nach dem Trocknen (12 Stdn. bei 60°, 
0,1 Torr, tiber P,O;) 11;0 mg. Durch zweimaliges Ausziehen mit je 1 cm? Wasser 
bei 2° (2 Stdn., dann 20 Stdn.) wurden 8,2 mg (70%) gelést. Die Lésung enthielt 
an freien Aminosaéuren nur Spuren von Glycin und Alanin. Der Hauptinhaltsstoff 
wanderte in den Phenol-Chromatogrammen mit der Lésungsmittelfront. Die 
Hydrolyse eines aliquoten Teils des Wasserléslichen (6n HCI, 24 Stdn. bei 100°) 
ergab: 

1. y-Amino-buttersaiure zu 21%. Identifiziert im Lutidin/Methylathyl- 
keton/Phenol-py 1- und -Phenol-py12-Chromatogramm. Gut getrennt mit n-Bu- 
tanol/Eisessig/Pufferlésung (pH 6,2, 0,067m) 4:1: 1. 

2. Taurin zu 8%. Wandert im Phenol-pq12-Chromatogramm fast so wie 
Glycin. Identifiziert wurde es durch chromatographische Vergleiche mit einem 
authent. Praparat in fiinf untereinander sehr undhnlichen Verteilungsmedien. 
AuBerdem lieB sich im Hydrolysat, das zunachst kein SO,°° enthielt, nach finf- 
maligem Eindampfen mit konz. HNO, Sulfat nachweisen®. 

3. Lysin und Serin zu je etwa 2%. 

4. Freies Phosphat zu etwa 15%. Nachweis auf dem Papierbogen mit 
Molybdat und Benzidin nach Feig]?. 

5. Beim Vergliihen bleiben etwa 11% Asche zuriick (in einem anderen Pra- 
parat bestimmt). 


Irgendwelche Stoffe, die Triphenyltetrazoliumbase reduzieren (Aminozucker 
oder andere Saccharide), sind weder im Wasserléslichen noch in seinen Hydroly- 
saten nachzuweisen. 

b) Etwa 20 sehr feuchte Netze der Kreuzspinne wurden an einem nebligen 
Oktobermorgen gesammelt. Die klebrigen Trépfchen wogen nach dem Abstreifen 
und Eintrocknen (60°, 0,1 Torr, 24 Stdn.) 19,20 mg. Nach dem Lésen in 2,0 cm? 
Wasser und 24stdg. Stehenlassen bei 0° wurde die Lésung zum Teil direkt chro- 
matographiert. In diesem Extrakt waren mehrere Aminosauren schon frei (Aspara- 
ginséure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, Threonin, Alanin, Prolin, y-Amino-butter- 
saure, Lysin), doch nur zu je 0,3—2,5%. Durch die Hydrolyse wurden in gréBeren 
Mengen nur y-Amino-buttersaure (19,1°%,), Taurin (8,8%), Serin (3,7%) und Lysin 
(3,2%) frei. 

c) Die wasserléslichen Stoffe des Netzes von Araneus raji var. betulae: Einige 
taufeuchte Netze, die an einem nebligen Oktobermorgen gesammelt worden waren, 
wurden sofort in der oben angegebenen Weise mit Wasser ausgezogen. Der Extrakt 
wog nach dem Eintrocknen der viscosen Liésung 3,10 mg. Durch Hydrolyse und 
Chromatographie wurden ermittelt: 22,1°, y-Amino-buttersiure, 2,66°% Taurin, 
1,95%, Lysin, 0,88% Arginin, Glycin, Alanin, Glutaminséure, Asparaginséure und 
Cysteinsaure nur in Spuren. Schon vor der Hydrolyse war freies Phosphat nach- 
zuweisen. 

d) In Vorversuchen wurde festgestellt, daB die Hauptkomponente des wasser- 
léslichen Klebstoffs der Fangfaiden von Kreuzspinnen sich elektrophoretisch gut 
abtrennen laéBt, da sie als starke Base noch weiter als die basischen Aminosiéuren 
wandert (Pyridinacetat-Puffer vom py 6,5). Sie farbt sich intensiv mit Ninhydrin, 
® F. Feig], Spot Tests, Vol. J, 289 u. 305 (4. Aufl.). Elsevier Publ. Comp., 
Amsterdam 1954. 
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jedoch nicht mit Amidoschwarz 10 B und gibt nach Hydrolyse y-Amino-butter- 
siure. Auf den Pherogrammen der Extrakte ist auBerdem freies Phosphat (mit 
Molybdat und HNO,, dann mit Benzidin und Na-Acetat) nachzuweisen. Ver- 
estertes Phosphat ist in den Extrakten nicht vorhanden. 

e) Zur genauen Untersuchung des Klebstoffs der Fangfaiden dienten einige 
hundert Netze von A. diadematus, die im Laufe von zwei Sommern im Freien ge- 
sammelt, sofort nach der Auffindung in einem Rohrchen iiber Silicagel und dann im 
Vakuumexsikkator iiber P,O, getrocknet wurden. Zur Extraktion lieB man die 
vereinigten Netze viermal mit je 5 cm*® Wasser jeweils 3 Stdn. bei 2° stehen, fror 
die Extrakte ein und trocknete sie als Eisstiickchen im Hochvak. Die elektro- 
phoretische Analyse des verbleibenden, dunkelbraunen, zihen Films (Pyridin- 
acetat-Puffer, p6,5) ergab, daB auBer der Hauptfraktion auch freie Aminosiuren 
und Spuren von Aminen vorlagen. Die Aminosiuren wurden papierchromato- 
graphisch als Asparaginsaéure, Glutaminsaure, Serin, Glycin, Threonin, Alanin und 
Lysin identifiziert, die Amine elektrophoretisch (bei mehreren py-Werten) als 
Colamin, Putrescin, Athylamin und Trimethylendiamin. Die Hauptfraktion, der 
Klebstoff der Fangfaden, wandert etwas langsamer kathodenwarts als die genannten 
Amine. Zu seiner Isolierung wurde eine Lésung des Extrakts (mit etwa 100 mg 
Subst.) avf einem Cellulose-Karton als Streifen aufgetragen und elektrophoretisch 
getrennt (0,lm Pyridinacetat, pq 6,5, 15 V/cm, 3 Stdn.). Nach Lokalisierung der 
Fraktion durch Anfarbung schmaler Randstreifen mit Ninhydrin wurde der heraus- 
geschnittene Kartonstreifen im Vak. getrocknet, fein zerschnitten, in eine Saule 
eingedriickt und mit 300 cm® langsam tropfendem Wasser eluiert. Da die elektro- 
phoretische Priifung des Eluats noch die Anwesenheit kleiner Mengen von Amino- 
siuren und Aminen zeigte, wurde es im Vak. eingedampft und erneut der Elektro- 
phorese unterworfen. Das durch Wiederholung der Operation gewonnene Eluat 
enthielt nunmehr einzig den Klebstoff (als Acetat, elektrophoretische und papier- 
chromatographische Kontrolle). Nach dem Trocknen (60°, 0,1 Torr, P,O,;, 6 Stdn.) 
wurden 22,90 mg der amorphen, wie ein Leimtropfen aussehenden Substanz ein- 
gewogen und mit 3 cm* 6nHCl 24 Stdn. bei 100° hydrolysiert. Das Hydrolysat 
wurde sofort in 50 cm’ Puffer von pq 2,2 aufgenommen. Von dieser Lésung wurden 
0,5 cm’, bzw. 1,0 cm® im automatischen Gerat nach Stein und Moore (Beckman- 
Spinco-Apparat) analysiert (50-cm-Saule, 50°, 0,38m Puffer, pq 4,26). Neben Spuren 
von Taurin, Cysteinséure und #-Alanin traten nur zwei Gipfel auf: 9,95 (9,73) mg 
y-Amino-buttersaiure (~ 95 uMol) und 1,74 (1,77) mg NH, (~ 103 Mol). 
y-Aminobutterséure und NH, stehen fast genau im molaren Verhialtnis. Da die 
Substanz als Acetat eingewogen war und der Acetatrest 36,5°%, betragt, ergab die 
Summe der identifizierten Anteile 87°. Der Rest der hygroskopischen Substanz 
diirfte, trotz der vorangegangenen Trocknung, Wasser sein. Ein synthetisch her- 
gestelltes Praparat vom Amid dieser Aminosaure?® verhielt sich bei der Elektro- 
phorese véllig wie der analysierte ,,Klebstoff*. 

Reduzierende Stoffe (Aminozucker oder andere Saccharide) enthalten die 
Faden des Kreuzspinnen-Netzes nicht. Weder die unvorbehandelten wasser- 
léslichen Anteile noch ihre Hydrolysate (mit 0,5n HCl 17 Stdn. bei 100°; mit 6x HCl 
24 Stdn. bei 100°) reduzierten auf Papierchromatogrammen Triphenyltetrazolium- 
chlorid. 


Zusammenfassung 


Die Aminosiuren-Zusammensetzung der Spinnfiden von Araneus 
diatematus Clerck (Kreuzspinne), Araneus undatus Oliv. (Briickenspinne) 
und Araneus cucurbitanus Clerck wird ermittelt. Die Aminosiuren mit 
kurzer Seitenkette (Glycin, Alanin, Serin) wiegen vor. Im Unterschied 


10 D. H. Spackman, E. L. Smith u. D. M. Brown, J. biol. Chemistry 212, 
255: [1955]. 
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zu den Fiiden des Seidenspinners (Bombyx mori) sind jedoch auch Prolin 
und Glutaminsiure in héheren Prozentsiitzen vorhanden; Tyrosin tritt 
hingegen stark zuriick. Charakteristisch ist die Anwesenheit von Cystein- 
siure. 

Gleichartige Fiiden haben eine bemerkenswert konstante Zu- 
sammensetzung. Hingegen enthalten Faden, die von verschiedenen 
Spinndriisen erzeugt und zu verschiedenen konstruktiven Funktionen 
verwendet werden (Rahmen- und Sicherungsfiiden, Fangfiden, Kokon- 
fiiden der Eigelege) Aminosiiuren in abweichenden Verhiltnissen. 

Der hygroskopische, trépfchenbildende Klebstoff der Fangfiiden 
von A. diadematus und von A. raji var. betulae besteht in der Haupt- 
menge aus dem Phosphat von y-Amino-buttersiiureamid und aus Taurin 
cder einem Taurin enthaltenden Amid. 


Summary 


The amino acid composition of the silk threads of Araneus diade- 
matus Clerck (garden spider), Araneus undatus Oliv. and Araneus cuc- 
urbitanus Clerck has been determined. The predominant amino acids are 
those with short side chains (glycine, alanine, serine). In contrast to the 
threads of the silk worm (Bombyx mori), high percentages of proline and 
glutamic acid are present; tyrosine, on the other hand, is present in a 
much lower concentration. The presence of cysteic acid is characteristic. 

Threads of the same type have a remarkably constant composition, 
but threads from different spinnerets and used for different constructive 
purposes (radial and foundation threads, viscid spiral and egg cocoon) 
vary in the relative amounts of their amino acids. 

The hygroscopic, droplet-forming adhesive of the viscid spiral of 
A. diadematus and A. raji var. betulae is composed mainly of phosphate, 
y-aminobutyramide ind taurine or a taurine-containing amide. 


Prof. Dr. F. G@. Fischer, Chemisches Institut der Universitat, Wirzburg, 
Roéntgenring 11. 
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Kine Methode zur chemischen Bestimmung von éstrogenen 
Hormonen in Blut, Milch und Colostrura 
Von 
Gerd Ittrich 


Aus dem Hormonlabor der Universitaéts-Frauenklinik der Charité Berlin 
Direktor: Prof. Dr. H. Kraatz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1960) 


In einer friiheren Arbeit! wurde eine Nachweisreaktion zur Bestim- 
mung von Ostron, Ostradiol und Ostriol beschrieben, die sich gegeniiber 
bekannten Nachweisreaktionen durch ihre erhéhte Empfindlichkeit bei 
fluorometrischer Messung auszeichnet. Die untere Nachweisgrenze dieser 
Reaktion liegt bei etwa 10-8ug Ostron!:?, so daB sie geeignet ist, die 
niedrigen Ostrogenkonzentrationen im Blut auch bei geringen Ausgangs- 
volumina zu messen. In dieser Arbeit wird eine Methode zur getrennten 
Bestimmung von Ostron, Ostradiol-(178) und Ostriol in 2—4m/ Blut 
oder Colostrum beschrieben. Fiir die Entwicklung der Arbeitsvorschrift 
wurden die an anderer Stelle*:! beschriebenen Reinigungsschritte auf 
die genannten K6rperfliissigkeiten zugeschnitten. 


Material und Methodik 


Blut und Colostrum wurden sofort nach der Entnahme aufgearbeitet. 

Die Lésungsmittel und Reagenzien entsprachen in ihrem Reinheitsgrad den 
bei Ostrogenbestimmungen im Harn»? geforderten Bedingungen. 

Zur Beseitigung von Emulsionen wurde eine 5proz. (Gew./Vol.) waBr. Lésung 
von ,,Bradosol‘* (Ciba AG, Wehr, Baden) verwendet. 

Fluoreszenzmessungen wurden am Photometer Eppendorf mit Fluoreszenz- 
zusatz II durchgefiihrt. 

Extinktionsspektren wurden am Universalspektrophometer Zeiss (Jena) auf- 
genommen. 

Das verwendete Aluminiumoxyd (VEB Feinchemie, Eisennach) enthielt 4°, 
Wasser. Die Standardisierung erfolgte nach I. c.*. 


Arbeitsvorschrift zur Ostrogenbestimmung in Blut und Colostrum 
1. Vorbereitung der Proben: Bei sehr fettreichen Substraten (Colostrum, 
Milch) wird das Fett durch Zentrifugieren (1 Stde. bei etwa 10000 U./Min*); nach 
30 Min. auf —5° abkiihlen, feste Fettschicht abheben) weitgehend entfernt. 
Im Konzentrationsbereich iiber etwa 2 ug Ostrogen/100 ml reichen 2 ml 
Untersuchungslésung bei fluorometrischer Messung aus (mittlere bis spite Gravi- 








1 G. Ittrich, Acta endocrinol., im Druck. 
2 G. Ittrich, Zbl. Gynakol. 82, 429 [1960]. 
3G. Ittrich, diese Z. 312, 1 [1958]. 

* Kihlzentrifuge, Phywe/Linde. 
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ditat, Nabelschnurblut, Retroplazentarblut, Bilanzuntersuchungen nach Injektion 
von Ostrogenen, Colostrum vom 1. Laktationstag). Bei niedrigeren Konzentra- 
tionen (Zyklus) sind 4 m/ aufzuarbeiten. In diesen Fallen sind bis einschlieBlich 
Punkt 5 alle Reagenzvolumina zu verdoppeln. Blut kann mit Natriumcitratlésung 
(3,8 proz.) ungerinnbar gemacht werden (4: 1) und wird unmittelbar nach der Ent- 
nahme mit Wasser auf 20 mi verdiinnt. 

2. Hydrolyse: 20 mi der verdiinnten Untersuchungslésung werden mit 
3 ml konz. Salzsiure versetzt und in 50-ml-Kjeldahl-Kolben 1 Stde. im siedenden 
Wasscrbad hydrolysiert. Die verschlossenen Kolben werden anfangs einige Male um- 
geschwenkt. AnschlieBend kiihlt man die Kolben sofort in flieSendem Wasser. 

3. Abtrennung der Neutralsteroide: Das Hydrolysat wird mit 8 ml 
10n NaOH versetzt, etwa 3 Min. mit 20 ml Benzol gut durchgeschiittelt und nach 
Zusatz von 20 mi Petrolather erneut gut durchgeschiittelt (Scheidetrichter). Die 
untere Phase wird abgetrennt und die organische Phase zweimal mit je 20 ml 
In NaOH reextrahiert. Auf gute Trennung der Schichten ist zu achten. Gegeben- 
falls kann man starke Emulsionen mit Bradosol-Lésung (vgl. unten) zerstéren. 


4. Extraktion der phenolischen Fraktion: Das Hydrolysat und die 
Alkaliextrakte werden niente yh und mit 6—6,5 ml konz. Salzsiure neutralisiert 
(pH 6—7). Durch Zusatz von 2 g Natriumhydrogencarbonat wird ein po-Wert von 
8-+0,5 eingestellt (Kontrolle mit px- -Indikatorpapier). 

Die abgepufferte Lisung wird zweimal mit 40 ml und einmal mit 20 m/ 
Athylather jeweils mindestens 3 Min. gut ausgeschiittelt. Emulsionen werden be- 
seitigt, indem zunachst die klare waBr. Phase weitgehend abgelassen wird; dann 
gibt man einige Tropfen (etwa 0,5 ml) einer 5proz. (Gew./Vol.) waBr. Lisung von 
Bradosol (f-Phenoxyathyl-dimethyl-dodecyl-ammoniumbromid, Ciba) direkt in 
die Emulsion. Durch leichtes Umschwenken wird eine schnelle Trennung der 
Phasen erreicht. Gegebenfalls wiederholt man die Zugabe nach Abtrennung der 
klaren waBr. Phase. E 

5. Reinigung des Extraktes: Die vereinigten Atherextrakte werden mit 
20 ml gesatt. Natriumcarbonat-Puffer (pq 10), 10 ml Natriumhydrogencarbonat- 
Lésung (8proz.) und 2mal mit 10 ml Wasser gewaschen. 


6. Verteilung zwischen Benzol-Petrolather und Natronlauge: Nach 
Abdestillieren des Athers lést man den Riickstand in 1 ml Athanol, fiihrt ihn mit 
20 m/ Benzol in einen Scheidetrichter iiber und spilt mit 20 ml Petrolather nach. 
Man extrahiert dann 2mal mit 25 m/l In NaOH. Die vereinigten Alkaliextrakte 
werden mit konz. Salzsiure (etwa 5 ml) neutralisiert, mit 1 g Natriumhydrogen- 
carbonat abgepuffert und 3mal mit Athylather (40, 20, 20 ml) ausgeschiittelt. 
Der Extrakt wird 2mal mit 10 ml Wasser gewaschen*. 

Der evtl. vorher auf 10—20 m/ eingeengte Atherextrakt wird durch einen 
Trichter, dessen Rohr zu einer Kapillare ausgezogen ist, in feinem Strahl in ein 
10-ml-Schliffstopfenréhrchen gegeben, welches in einem siedenden Wasserbad 
hangt. Die Atherdampfe werden abgesaugt. GefaB und Trichter werden mit 5—10 ml 
Ather nachgespiilt. Das Glaschen mit dem Abdampfriickstand wird sofort aus dem 
Wasserbad entfernt. Die restlichen Atherdimpfe werden anschlieBend abgesaugt. 

7. Chromatographie: Der Riickstand wird in 2 ml Benzol warm gelést. 
Man gibt die Lésung auf eine mit CCl, hergestellte Aluminiumoxydsiule (1 g des- 
aktiviertes standardisiertes Al,O,, schwach alkalisch, 4°/, Wasser enthaltend, Fiill- 
héhe etwa 35 mm), spiilt nach Abtropfen des Benzols mit 2 ml CCl, nach, eluiert 
dann die Fettfraktion mit 10 m/ CCl, und die Cholesterinfraktion mit 10 m/ Benzol 
(alle Lésungsmittel werden zunichst in das Verdampfungsréhrchen gegeben, um 
den gesamten Riickstand quantitativ in die Siule iiberzufiihren). _ 

AnschlieBend eluiert man Ostron mit 8 ml einer Lésung von 0,4% Athanol 
in Benzol, Ostradiol mit 5 ml einer Lésung von 3% Athanol in Benzol und Ostriol 








. Bei hohen Ostrogenkonzentrationen (z. B. Belastungsuntersuchungen) kann 
auf Punkt 6 bis * verzichtet werden 
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mit 8 ml einer Lésung von 20°, Athanol in Benzol (Vol./Vol.). Bei einigen Alumi- 
niumoxydchargen empfiehlt es sich, dem letzten Lé sungsmittel 1 Vol.-°4, Wasser 
zuzusetzen, da das Ostriol leicht zu Schwanzbildung neigt. 

Die genaue Lage der Ostrogenbanden ermittelt man im Modellversuch, um 
die einzelnen Fraktionen bei der Bestimmung blind schneiden zu kénnen. Das 
Aluminiumoxyd soll so feinkérnig sein, daB bei der angegebenen Saulenlange eine 
mittlere Tropfengeschwindigkeit von etwa i Tr./Sek. nicht iiberschritten wird. 

Die Eluate werden nach Zusatz von 20 mg Hydrochinon bei vermindertem 
Druck im Wasserbad vorsichtig eingedampft. Gleichzeitig werden entsprechende 
Standardsubstanzen in Duplikaten in etwa der zu erwartenden Konzentration in 
gleicher Weise eingedampft, auf deren Fluoreszenz resp. Extinktion die Werte der 
Untersuchungssubstanzen direkt bezogen werden. 


8. Nachweisreaktion: Der Abdampfriickstand wird in 0,4 ml Wasser ge- 
lést, mit 0,74 ml konz. Schwefelsiure unter Wasserkiihlung gemischt, dann werden 
die verschlossenen Glaschen 40 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. Anfangs wird 
einige Male umgeschwenkt. Gleichzeitig beginnt man mit der Vorkiihlung der 
p-Nitrophenol-Lésung. 

Die Glaschen werden dann kurz in Wasser vorgekiihlt und in einen Eisbrei 
gestellt. Nach mindestens 3 Min. Kihlung iiberschichtet man mit 1,5 ml Wasser, 
kithlt 3 Min., mischt durch Umschwenken, kiihlt 3 Min. und unterschichtet mit 
2 ml vorgekiihlter p-Nitrophenol-Lésung (2 Gew.-proz.) in Acetylentetrabromid 
(1 Vol.-°%% Athanol). Nach 3 Min. Kiihlung schiittelt man die verschlossenen Glas- 
chen 20 Sek. kraftig, zentrifugiert 4—5 Min. bei 3—4000 U./Min., saugt die obere 
Phase und die Flocken an der Grenzschicht ab (Wasserstrahlpumpe) und bewahrt 
die Glaschen bis zur Messing im Eisbrei méglichst dunkel auf. Die Messung sollte 
sobald als méglich innerhalb der nachsten 10 Min. bei méglichst konstanter niedri- 
ger Temperatur (wichtig fiir Fluorometrie) durchgefiihrt werden. 


9. Messung: Der Farbstoffextrakt kann wahlweise fluorometriszh (0,01 bis 
1 wg) oder kolorimetrisch (0,2—10 ~z) gemessen werden. Die Kolorimetrie kann bei 
der gegebenen Versuchsanordnung nur bei relativ hohen Konzentrationen (Ostriol 
in der spaten Schwangerschaft, in Retroplazentar- und Nabelschnurblut) zur An- 
wendung kommen. 

Fluoreszenzmessungen werden bei Anregung mit griinem Quecksilberlicht 
(z. B. Photometer Eppendorf, Primarfilter Hg 546my) unter Verwendung des 
Sekundarfilters OG2, 4mm, (Schott) durchgefiihrt. Es kénnen standardisierte 
Rundkiivetten verwendet werden. Extinktionsmessungen werden in Kleinkiivetten 
mit reduziertem Volumen in 1—3 cm Schicht gegen einen Reagenzienleerwert bei 
543 mu und zur Hintergrundkorrektur bei 510 my und 576 my durchgefihrt 
(Spektralphotometer). Die korrigierten Extinktionen werden nach 

Exorr = L543 — (0,5 * £519 + 0,5 + L576) 

berechnet. 

Fiir Extinktionsmessungen am Pulfrich-Photometer oder mit Metalldampf- 
linien (Hg resp. Cd) kénnen die an anderer Stelle?}? angegebenen Formeln ver- 
wendet werden. 


Anm.: Die Glasgerate sollten auf keinen Fall mit Dichromat-Schwefelsiure 
gereinigt werden, da durch Reduktion entstehende Chrom(III)-Salze infolge ent- 
gegengesetzter elektr. Ladung sehr fest an Glasoberflichen absorbiert werden‘ 
und im Arbeitszang besonders zu Stérungen der Kober-Reaktion fiihren kénnen. 

Stark verunreinigte Glaszerate reinigt man mit konz. Schwefelsiure, evtl. 
mit einem geringen Zusatz von Kaliumnitrat oder einer Mischung von Natrium- 
nitrat und Natriumperchlorat. Hier sind die Reaktionsprodukte leicht wasser- 
léslich und werden vom Glas nicht adsorbiert. 

. E. P: Sita: Ind. Engng. Chem. analyt. Edit. 6, 111 [1934]; Ref.: Kolloid 
Z. 70, 226 [1935]. 
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Ergebnisse 
Wiederauffindung zugesetzter Reinsubstanzen 


Zur Priifung der Genauigkeit der beschriebenen Methodik wurden 
bekannte Mengen an Standardlésungen (0,5—l ug Ostrogen bzw. 
Ostrogengemisch) eingedampft. Nach Zusatz von 20 ml resp. 40 ml 
(doppelter Ansatz) Benzol wurden nach der Arbeitsvorschrift erhaltene 
Hydrolysate von Vollblut oder Colostrum (Plasma) mit niedrigem 
Ostrogengehalt zugesetzt und dann nach der Vorschrift weiter aufge- 
arbeitet. Die mittlere Ausbeute bei jeweils 10 Bestimmungen betrug fiir 
Ostron 72,5% (s = +5%), fiir Ostradiol-(17 8) 73,3% (s = +6%) und 
fiir Ostriol 74,9% (s = +4,5%), abziiglich des endogenen Leerwertes. 


Charakterisierung der Fraktionen 


Chromatographie: Bei einer Reihe von Bestimmungen wurden 
im Gegensatz zu der bei Routinebestimmungen angewandten Arbeits- 
weise die drei Ostrogenfraktionen in kleinen Portionen fraktioniert auf- 
gefangen und auf positiv reagierende Substanzen untersucht. Das Ver- 
halten der als Ostron, Ostradiol-(17f) und Ostriol gemessenen Sub- 
stanzen an der Aluminiumoxydsiule stimmt weitgehend mit dem Ver- 
halten der entsprechenden Reinsubstanzen iiberein (Abb. 1). 
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Extinktionskurven: Als weiteres Kriterium dienten die spek- 
tralen Eigenschaften der erhaltenen Farbstoffextrakte. Es wurden in 
Stichproben bei Routinebestimmungen anfallende Farbstoffextrakte ge- 
messen. Aufterdem wurden parallel hierzu bei einigen Doppelbestim- 
mungen Farbstoffextrakte gemessen, bei denen neben der Extraktion 
mit p-Nitrophenul/Acetylentetrabromid das friiher beschriebene Chloro- 
form/p-Nitrophenul-Gemisch verwendet wurde (Abb. 2). Zur Unter- 
suchung gelangten Proben von Schwangerenblut und Colostrum. Unter 
Beriicksichtigung der Hintergrundabsorption entsprechen die Extink- 
tionskurven der aus Blut und Colostrum isolierten Kober-positiven 
Substanzen hinsichtlich Verlauf, Extinktionsmaximum und Verhalten 
bei verschiedenen Extraktionsmitteln dem Verhalten entsprechender 
Reinsubstanzen. 
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Abb. 2. Extinktionskurven von 003- 
chromatographisch getrennten 
Ostrogenfraktionen und von 002. 
kristallinem Ostron, Ostradiol- 

(17) und Ostriol. gor 
@: Reinsubstanz; 

O: Blut; : ; . 
0: Colostrum. 

Die gestrichelten Kurven wur- 004+ 
den bei Extraktion mit p-Nitro- 
phenol/Chloroform, die ausze- 
zogenen Kurven bei Extrak- 0024 
tion mit p-Nitrophenol/Acety- 
lentetrabromid erhalten. 

















Beleganalysen fiir das vorgeschlagene Verfahren 
Eine gréRere Reihe von Bestimmungen, bei der die Ostrogen- 
konzentration in Blut und die Ausscheidung im Harn wihrend des 
Zyklus, in der Graviditit, unter der Geburt und im Wochenbett, in Nabel- 
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schnur- und Retroplazentarblut sowie in Colostrum und Muttermilch 
ermittelt wurden, ist noch nicht abgeschlossen. Daher werden hier zu- 
niichst nur einige Beispiele aus diesen Untersuchungen angefiihrt 
(s. Tabelle). 


Der Ostrogengehalt in Blut und Colostrum (Angaben in yg/100 ml). 








Probe | Entnahme Ostron | Ostradiol | Ostriol 
Blut (Armvene) Zyklus (1 Pat.) 

3. Tag 1,4 0,8 0,4 

5. Tag 0,6 0,5 0,4 

8. Tag 1,7 i 0,5 
10. Tag 1,5 7 0,3 
11. Tag 1,5 0,9 0,7 
12. Tag 1,6 1,0 RL 
13. Tag * 1,0 0,9 0,5 
14. Tag 0,9 0,8 0,4 
15. Tag- 0,6 0,6 0,4 
16. Tag 0,7 0,5 0,3 


Graviditat Mens 9 (5 Pat.) | 5,6-+0,9 | 1,8-+0,7 | 4,8+1.8 
Eréffnungsperiode (3 Pat. ; 


6 Best.) 7,742,5 | 2,2+0,5 | 8,38+4,7 
Retroplazentarblut (5 Entbindungen) 6,4£1,7 | 3,7+1,5 | 36+14 
Nabelvenenblut (5 Entbindungen) 3,6+1,8 | 2,0+1,3 | 73+21 
Colostrum (2 Pat.) 1. Laktationstag 


vormittags 0,85;'0;3 |0,3;0,2 | 2,3; 2,2 
nachmittags 0,1 0,07 0,5 

2. Laktationstag 
vormittags 0,18; 0,08] 0,15; 0,03) 0,36; 0,27 
nachmittags 0,14 


3. Laktationstag 
vormittags 0,13; 0,06) 0,07; 0,02} 0,16; 0,13 














* Am 13. Zyklustag war der erste Ausscheidungsgipfel der gleichzeitig bestimmten Harn- 
6strogene. 


Diskussion 


Zur Spezifitat: Da die mit der beschriebenen Methode erhaltenen 
phenolischen Fraktionen in ihrem chromatographischen Verhalten an 
Aluminiumoxyd weitgehend mit dem Verhalten entsprechender Rein- 
substanzen iibereinstimmen und da die nach Chromatographie erhaltenen 
Fraktionen bei der recht spezifischen Kober-Reaktion nach selektiver 
Extraktion mit p-Nitrophenol in Chloroform und mit einer entspre- 
chenden Lésung in Acetylentetrabromid den jeweiligen Reinsubstanzen 
entsprechende Extinktionskurven ergeben, ist es wahrscheinlich, dab 
mit der beschriebenen Methode tatsichlich Ostron, Ostradiol und Ostriol 
bzw. diesen sehr aihnliche Substanzen gemessen werden. 

Die Wahrscheinlichkeit, dafs Ostrogene gemessen wurden, wird da- 
durch noch erhéht, daB die gefundenen Konzentrationen weitgehend 
den physiologischen Verhiiltnissen entsprechen und mit den von anderen 
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Untersuchern mit anderen Methoden gefundenen Werten weitgehend 
iibereinstimmen®. 


Zur Empfindlichkeit: Die hohe Empfindlichkeit der Nachweis- 
reaktion bei der Fluorometrie erméglicht Bestimmungen in relativ ge- 
ringen Volumina an Untersuchungslésungen. Dies ist besonders wichtig bei 
Serienuntersuchungen an einer Versuchsperson, sei es, daB nur begrenzte 
Mengen an Untersuchungsfliissigkeit, z. B. Colostrum, zur Verfiigung 
stehen, sei es, daB iiber lingere Zeit (Zyklus) in kurzen Zeitabstéinden 
Blut entnommen werden soll. In letzteren Fiillen kénnen z. B. ohne 
gréBere Belastung durch den Blutverlust tiglich Doppelbestimmungen 
an einer Versuchsperson durchgefiihrt werden. 


Zur Genauigkeit und Reproduzierbarkeit: Die Wieder- 
auffindungswerte fiir zugesetzte Reinsubstanzen wurden aus Ubungs- 
analysen ermittelt, die von zwei verschiedenen Untersuchern gemacht 
worden waren. Beide Untersucher hatten vor diesen Bestimmungen 
zwei baw. sechs vollstindige Ubungsanalysen zur Einarbeitung mit der 
beschriebenen Methodik durchgefiihrt. In den nachfolgenden WUnter- 
suchungen erhéhten sich die Wiederauffindungsquoten um 7—10°%, Da 
bereits nach relativ kurzem Training die angegebenen Werte mit #us- 
reichend niedriger Standardabweichung erhalten wurden, diirften die 
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit den Anforderungen der Praxis ge- 
niigen, zumal erfahrungsgemiB besonders die Standardabweichung von 
Doppelbestimmungen bei Me8proben niedriger ist als die Standard- 
abweichung von Doppelbestimmungen bei Wiederauffindungsversuchen 
nach Zusatz von Reinsubstanzen. 


Eignung fiir die Praxis: Es kénnen gleichzeitig etwa 4—6 Be- 
stimmungen in zwei Tagen von einem Untersucher durchgefiihrt werden. 
Es ist also einem Untersucher ohne weiteres méglich, die Ostrogen- 
konzentration im Blut und die Ostrogenausscheidung im Harn bei eine: 
Patientin in Doppelbestimmungen iiber laingere Zeit, z. B. iiber einen 
Zyklus durch tiigliche Messungen zu verfolgen. 


Ostrogenbestimmungen wurden von Frl. 8S. Schimke und Herrn cand. med. 
H. Neumann durchgefiihrt. Fiir ihre gewissenhafte Mitarbeit bin ich zu beson- 
derem Dank verpflichtet. 

Fiir die Uberlassung von kristallinen Ostrogenen und Bradosol méchte ich 
der Schering AG, Berlin, und der Ciba AG, Wehr/Baden, meinen Dank aus- 
sprechen. Herrn Dr. Ing. Netheler, Hamburg-Eppendorf, danke ich fiir technische 
Ratschlage und fiir die Uberlassung von Spektralfiltern. 


5 EK. Diczfalusy u. A. M. Magnussen, Acta endocrinol. 28, 169 [1958]; 
E. H. Aitken, J. R. K. Preedy u. B. Eton, Lancet 1958 IT, 1096; J. Varangot 
u. L. Cédard, C. R. Séances Soc. biol. Filiales 1538, 1551 [1959]. 











Bestimmung von éstregenen Hormonen Bd. 320 (1960) 


Zusammenfassung 


Eine Methode zur Bestimmung von Ostron, Ostradiol und Ostriol 
in Blut, Colostrum und Milch wird beschrieben. 

Wiederauffindungsversuche fiir Ostron (72,5-+-5%), Ostradiol-(17 f) 
(73,3+6%) und Ostriol (74,9-++4,5%) werden durchgefiihrt. Aus Co- 
lostrum und Blut isolierte Ostrogenfraktionen werden durch ihr chro- 
matographisches Verhalten und durch die nach Extraktion mit p-Nitro- 
phenol/Chloroform und p-Nitrophenol/Acetylentetrabromid erhaltenen 
Extinktionskurven charakterisiert. 

Mit der beschriebenen Methode wird der Ostrogengehalt in Blut 
(Zyklus, Graviditiit, Nabelschnur, Retroplazentarblut) und Colostrum 
bestimmt. 


Summary 


A method for the determination of oestrone, oestradiol and oestriol 
in blood, colostrum and milk is described. 

Recovery experiments for oestrone (72,5-+5%), oestradiol-17£ 
(73,3+6%) and oestriol (74,9+4,5%) are carried out. Oestrone, oest- 
radiol and oestriol fractions, isolated from colostrum and blood are 
characterised by their chromatographic properties and by the absorption 
spectra of the final Kober colour complex obtained by extraction of 
solutions with p-nitrophenol in chloroform and acetylene tetrabromide. 

Determinations of oestrogens have been carried out in venous blood 
during the menstrual cycle and in pregnancy, in cord blood, in retropla- 
cental blood and in colostrum. 


Dipl.-Chem. Gerd Ittrich, Universitéts-Frauenklintk der Charité, Berlin N 4, 
TucholskystraBe 2. 
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Uber die Biogenese der C,,- und C,,-Leberpolyenfettsauren 
bei Wirbeltieren 
Von 
E. Klenk und G. Kremer 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1960) 


Schon in friiheren! Versuchen mit Ratten und Rattenleberschnitten 
wurde der Einbau von C in die C,,- und C,,-Polyensiiuren der Leber- 
lipoide nach Verabreichung von Acetat-[1-"C] bzw. nach Inkubation 
mit dieser Verbindung studiert. Unter den Abbaudicarbonsiuren des 
Polyensiiuregemischs fand sich der radioaktive Kohlenstoff des Acetats 
vorwiegend in der Bernstein- und Glutarsiure und den héheren Dicarbon- 
siiuren, d. h. in denjenigen Dicarbonsiiuren, die aus dem Carboxylende 
der Polyensiuren stammen. Die aus den Mittelstiicken der Kohlenstoff- 
kette herausgespaltene Malonsiiure enthalt im Gegensatz dazu nur kleine 
Mengen C. Diese Befunde wurden als Stiitze dafiir angesehen, daB die 
Cy - und C,,-Polyensiuren aus exogen zugefiihrter Linol- und Linolen- 
siiure durch Anlagerung von Acetat auf der Seite der Carboxylgruppe 
unter Verlingerung der Kohlenstoffkette durch 2 bzw. 4 C-Atome und 
Kinfiihrung neuer Doppelbindungen im Divinylmethanrhythmus in 
Richtung auf die Carboxylgruppe entstehen. 

Da in der absteigenden Wirbeltierreihe diese C,,- und C,,-Polyen- 
siiuren in zunehmendem MaBe auch in den Triglyceriden des Depotfetts 
und nicht nur in den Glycerinphosphatiden der Organlipoide auftreten, 
woraus man auf deren besondere Bedeutung im Fettstoffwechsel der 
Tiere schlieBen darf, haben wir nun diese Versuche auf Wirbeltiere ver- 
schiedenster Art ausgedehnt. Einbezogen wurden auch Seefische, deren 
Depotfett durch einen auffallend hohen Gehalt an Polyensiuren aus- 
gezeichnet ist. 

Die Untersuchungen, bei welchen man durchweg mit Leberschnitten 
arbeitete, fiihrten zu den in der Tab. 1 zusammengestellten Ergebnissen. 

Insgesamt zeigt der Vergleich der spezifischen Aktivitiiten der Ab- 
baudicarbonsiiuren, daB im ganzen Wirbeltierstamm, sowohl bei Warm- 
wie auch bei Kaltbliitern, von quantitativen Unterschieden abgesehen, 
dieselben Verhiiltnisse vorliegen und daB iiberall die héheren Polyen- 
fettsiiuren unter normalen Ernihrungsbedingungen im wesentlichen aus 
exogenen Vorstufen von der Art der Linol- und Linolensiiure in der oben 


1zE Klenk, Naturwissenschaften 41, 68 [1954]; diese Z. 802, 268 [1955]. 
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charakterisierten Weise gebildet werden. Dies gilt auch fiir die Seefische, 
bei welchen jedoch insofern gewisse Abweichungen zu verzeichnen sind 
als die spezifischen Aktivitiiten der Abbaudicarbonsiiuren sehr viel 
niedriger gefunden wurden ajs bei den meisten anderen Tieren. Dies mag 
damit zusammen hingen, daB die Lebern dieser Tiere im Gegensatz zu 
allen anderen Fiillen sehr fettreich waren. 

Wihrend wir uns bisher auf die Untersuchung der Abbaudicarbon- 
siuren beschrinkten, versuchten wir nun durch Erfassung der das 
Methylende der Polyensiuren enthaltenden Spaltstiicke noch eine weitere 
Klirung des Problems herbeizufiihren. Zu diesem Zweck wurde die 
spezifische Aktivitit der durch reduktive Ozonidspaltung der Polyen- 
siiuren erhaltenen Abbaualdehyde in Form ihrer 2.4-Dinitro-phenyl- 
hydrazone bestimmt. Das Ergebnis ist in Tab. 2 zusammengestellt. Als 
Abbaualdehyde wurden neben dem als Zersetzungprodukt des Maloyidi- 
aldehyds auftretenden und hier nicht niher untersuchten Acetaldenyd, 
in allen Fallen Propion-(C;), Capron-(C,), Onanth-(C,) und Pelargon- 
aldehyd (Cy) isoliert und identifiziert. Wiahrend die beiden letzten 
Aldehyde so gut wie ausschlieBlich aus Palmitoleinsiure bzw. Olsiure 
entstanden sein diirften, welche den Polyensiurefraktionen in nicht un- 
betrichtlichen Mengen noch beigemengt waren, sind Propion- und 


Tab. 2. Ergebnis des reduktiven Abbaus und spezifische Aktivitaéten der Vinitro- 

phenylhydrazone der Abbaualdehyde aus den Leberpolyensauren von Wirbeltieren 

(Ausbeute in Mol/Mol Polyenséuren, umgerechnet auf 100proz. Ausb.; Aktivitat 
in Imp./Min.) 









































Pelargonald. | Onanthald. | Capronald. | Propionald. 

Ausb.| Akt. | Ausb.| Akt. | Ausb. | Akt. | Ausb. | Akt. 
1. Taube a) oo aa — — — 30 — 5 
b) 0,12 | 3470} 0,24 | 3650] 0,50 | 84 0,14 15 
2. Schildkréte a) 0,06 | 44400] 0,17 | 81750} 0,41 | 325 0,36 | 184 
b) 0,06 | 36750] 0,21 | 84630] 0,38 | 473 0,35 | 212 
3. Frosch a) 0,09 164] 0,15 274| 0,29 4 0,47 3 
b) 0,07 285) 0,13 496 | 0,32 16 0,48 8 
4. Forelle a) 0,08 | 18700] 0,07 | 13800] 0,24 | 164 0,61 79 
b) 0,05 | 17500] 0,04 | 11800} 0,26 | 129 0,65 33 
5. Karpfen a) 0,04 | 10600} 0,08 | 11120] 0,12 | 120 0,76 83 
b) 0,07 | 11400] 0,10 | 10350} 0,13 | 143 0,70 | 90 
6. Flunder a) 0,06 402} 0,12 542] 0,08 | 48 0,74 0 
b) 0,07 334] 0,12 444) 0,09 | 50 0,72 8 
7. Scharbe a) 0,09 168 | 0,26 238] 0,05 | 23 0,60 6 
b) 0,09 194] 0,22 256 | 0,05 19 0,63 5 
8. Stint* a) 0,04 | 7050] 0,09 | 3744] 0,09 | 34 | 0,78 5 
b) — 2s — — _ — | 0,98 0 





* Vers. 8a): Polyensiuren aus Phosphatiden; Vers. 8b): iiber Polybromide gereinigte Polyen- 
siuren aus Triglyceriden. 
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Capronaldehyd die Abbauprodukte der Polyensiiuren, von welchen ein- 
gehende Untersuchungen? ergeben haben, daB sie vorwiegend dem 
Linolen- und Linolsiiuretyp angehéren. 

Der Befund, daB die spezifische Aktivitit des Pelargon- und Onanth- 
aldehyds im grofen und ganzen mit der spezifischen Aktivitit der 
Azelainsiure iibereinstimmt, darf als Beweis fiir die Totalsynthese der 
Ol- und Palmitoleinsiiure aus Acetat unter den vorliegenden Versuchs- 
bedingungen bewertet werden. Im Gegensatz dazu ist die spezifische 
Aktivitaét der Dinitrophenylhydrazone der aus den Polyensiuren ent- 
standenen Abbaualdehyde (Capron- und Propionaldehyd) sehr gering. 
Sie kénnte in Anbetracht der hohen Aktivitit des Dinitrophenylhydra- 
zons vom Onanthaldehyd schon durch eine geringe Beimengung des 
letzteren erklirt werden, was trotz der relativ scharfen siulenchromato- 
graphischen Trennung als einigermaBen wahrscheinlich angesehen werden 
muB*. Jedenfalls zeigt ein Vergleich der spezifischen Aktivitit der vom 
Carboxylende der Polyensiiuren stammenden Abbaudicarbonsiuren 
(Bernsteinsiiure und héhere Homologe bis Korksiure) mit derjenigen 
der entsprechenden Abbaualdehyde in eindeutiger Weise, daB bei den 
Polyensiuren im Gegensatz zu den Monoensiuren der Einbau des Acetats 
fast ausschlieBlich am Carboxylende erfolgt und daB im Stoffwechsel 
dieser Fettsiuren das der exogenen Vorstufe entstammende Methylende 
mit den darin vorhandenen 2 bzw. 3 Doppelbindungen unverandert er- 
halten bleib*. 


Herrn Professor Dr. H. Friedrich, Institut fiir Meeresforschung, Bremerhaven, 
danken wir fiir die groBziigige Unterstiitzung der Seefischversuche. Die Untersuchung 
wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


Frische Leberschnitte wurden mit dem 10fachen Vol. Ringerlésung® ver- 
setzt, CH,4CO,Na (Radiochemical Center Amersham, G. B.) in waBr. Lésung zu- 
gegeben und 6 Stdn. bei konstanter Temperatur geschiittelt. Diese war der ent- 
sprechenden Korper- bzw. Umgebungstemperatur angepaBt. 

Fir die Versuche wurden folgende Tiere verwendet: 


Vers. 1: einjahrige, normal ernahrte Tauben 

Vers. 2: ausgewachsene Landschildkréten (T'estudo graeca) 

Vers. 3: frischgefangene Froésche (Rana esculenta) 

Vers. 4: frischgefangene, 114 jahrige Regenbogenforellen (T'rutta iridea) 

Vers. 5: frischgefangene, 3 jahrige rogentragende Schuppenkarpfen (Cyprinus 

carpio). 
* In einem der Ansiatze (Stint, b) kamen die iiber die Polybromide gerei- 
nigten Polyensaiurenfraktionen, in welchen Monoensauren fehlten, zur Unter- 
suchung. Hier war der anfallende Abbaualdehyd (Propionaldehyd) in der Tat 
vollig inaktiv. 

2 Literatur siehe E. Klenk u. K. Oette, diese Z. 318, 86 [1960]; sowie 
E. Klenk u. W. Bongard, ebenda 292, 51 [1952]; E. Klenk u. D. Eberhagen, 
ebenda 307, 42 [1957]; E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 310, 153 [1958]; 
E. Klenk u. H. Steinbach, 816, 31 [1959]. 
3H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
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Die in Vers. 6—8 verwendeten Seefischarten, Flunder (Pleuronectes flesus), 
Scharbe (Pleuronectes limanda) und Stint (Osmerus eperlanus) wurden im Sep- 
tember 1958 in der Wesermiindung gefangen und die Lebern sofort an Bord inkubiert. 

Die Anzahl der Tiere sowie die eingesetzte Radioaktivitat und die Inkuba- 
tionstemperaturen sind in Tab. 3 mit aufgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit 
wurde das durch Zentrifugieren abgetrennte Lebergewebe bis zur weiteren Ver- 
arbeitung in Aceton unter CO, aufbewahrt. Die Gewinnung der Fettsauren erfolgte 
wie |. c.1 beschrieben durch Extraktion der Lebern mit Aceton und Methanol- 
Chloroform, Spaltung der Gesamtlipoide mit 5proz. methanol. Salzsiure und nach- 
folgender Verseifung der Methylester der Fettsauren mit 0,5n KOH. In Vers. 8 
wurden die Gesamtlipoide in Ather gelést, bis zur Sirupkonsistenz eingeengt und 
die Phosphatide durch Eintragen der Lésung in Aceton ausgefallt. Die Phosphatid- 
fraktion und die nach Abdestillieren des Acetons gewonnene Triglyceridfraktion 
wurden getrennt weiterverarbeitet. 


Tab. 3. Inkubation und Aufarbeitung der Lebern 





























ee(es|ge|ee| 22 | = | £2 
Nelie (| Peis" | o* = Cx 
s)2 |e" |4 a |" 
[°C] |{wC] | fe) | [mg] }| [mg] | [mg] 
1. Taube a) 2 37 50 10,2 500 295 245 
b) 3 37 100 17,5 1094 741 522 
2. Schildkréte a) 1 26 200 38 972 590 450 
b) 1 26 200 37,5 1165 765 570 
3. Frosch a) 25 19 100 11 398 320 216 
b) | 25 19 | 200 14 538 450 276 
4. Forelle a) 6 20 100 7,5 360 198 165 
b) | 7 | 20 | 100 | 10 516 268 216 
5. Karpfen a) 4 25 | 150 19 504 397 241 
b) 4 25 200 17 397 276 178 
6. Flunder a) 18 15 100 15 2100 1650 1340 
b) 33 15 100 30 4330 3600 3080 
7. Scharbe a) | 25 15 | 100 15 2120 1780 1320 
b) 28 15 100 15 2480 1530* 
8. Stint 7 15 200 30 3015 
a) Phosphatide 885 495 417 
b) Triglyceride 2010 1613* 


* Gesamtfettsiiuren aus direkter Verseifung der Triglyceride. 


Die Gesamtfettsiuren wurden durch Tiefkiihlfraktionierung bei —20° und 
—70° in die drei Fraktionen der festen, schwachungesiattigten und hochunge- 
sittigten Fettsiuren aufgetrennt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengestellt. 

Zur Gewinnung eines reinen Produktes der hochungesattigten Triglycerid- 
fettsiuren aus Vers. 8 wurden 350 mg Substanz in 9 cm® Ather gelést und nach 
Klenk? bei —10° bromiert. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und nachein- 


4 E. Klenk, Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. d. physiol.- u. pathol.-chem. 
Analyse, Bd. III/1, 449, 10. Aufl. Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 
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Tab. 4. Ergebnis der Tiefkiihlfraktionierung (—20° bzw. —70°) der Gesamtfett- 
siuren und spezifische Aktivitat der Fettsiurefraktionen 









































sais) Cacti ate: schwach-unge- | hochungesitt. 
feste Fettsiuren sitt. Fettsiuren | Fettsiuren 
mg | JZ5 | Akt. |mg/JZ} Akt. |mg/JZ| Akt. 

1. Taube a) 81 12 13850 | 82] 93 5445 | 81/190) 4320 
b) 159 5 17590 {182} 90} 11180 {175205} 5990 
2. Schildkréte a) 117 | 26 185980 |236] 97} 137940 | 97/203] 78330 
b) 131 18 141620 |317} 95) 110470 |122/190) 89870 
3. Frosch a) 66 41 2020 | 49) 96 1300 | 92/214) 1730 
b) 90} 35 3760 | 54] 91 1220 |116}225} 3320 
4. Forelle a) 36 12 274000 | 41} 97} 124000 | 76/232) 31500 
b) 50] 15 145500 | 62/101) 90600 | 93/241) 23300 
5. Karpfen a) 71 18 47270 | 55101; 18000 {112/250} 14320 
b) 44] 15 54120 | 42) 98) 22190 | 89/274) 19840 
6. Flunder a) 567 | 67 4200 {348/100 1400 |423/225} 850 
b) 1543 | 56 3300 |853]102 1260 |657/230} 770 
7. Scharbe a) 420 | 48 5070 |494] 95 1514 {312/230} 610 
b) 590 | 50 7930 |544)110 1350 |393/220) 655 

8. Stint 
Triglyceride 399 | 35 20320 |836!102 4095 |371/248} 1280 
(183)* 
Phosphatide 63 6 38580 {157/100 9670 {195/315} 1330 

* Nach Reinigung iiber die Polybromide. 


ander 2mal mit Petrolather, 4mal mit Ather, 2mal mit warmem Benzol und noch 
2mal mit Ather gewaschen, zentrifugiert und getrocknet. Ausb. 249 mg Poly- 
bromide (28°, d. Th.). Die Substanz hatte keinen Schmelzpunkt. Die gereinigten 
Polyenséuren wurden durch Debromieren mit Zinkstaub in absol. Methanol zuriick- 
gewonnen. Ausb. 59 mg Polyensiuren (88%, d. Th., bezogen auf Decabromid). 

Die Radioaktivitat der Fettsiurefraktionen konnte sehr vorteilhaft mit einem 
Fliissigkeits-Scintillationszahler (Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Spectro- 
meter 314) bestimmt. werden. Es wurde etwa 1 mg Substanz in ein Spezial-MeB- 
glaschen eingewogen und in 5 cm*® Toluol, das im Liter 4 g 2.5-Diphenyl-oxazol und 
0,1 g 1.4-Bis-[5-phenyl-oxazolyl-(2) |-benzol als Scintillationsphosphore enthielt, ge- 
lést und gemessen. Bei einer Stellung des unteren Diskriminators auf 10 V und des 
oberen auf 60 V wurde mit einem Benzoeséure-[C]-Standardpriparat eine abso- 
lute Zahlausbeute von 53°, ermittelt. Diese entspricht der eines fensterlosen Me- 
thandurchfluBzahlrohres bei Messung in unendlich diinner Schicht. 

Da die eingesetzte Radioaktivitat nach der Frischlebermenge bemessen wurde, 
bestimmte — neben den unterschiedlichen Aktivitaétsmengen pro g Frischleber — 
je nach dem Lipoidgehalt des Lebergewebes (Tab. 3) ein mehr oder minder starker 
Verdiinnungseffekt die spezifischen Aktivitaéten der isolierten Fettsiuren. Vor 
allem bei den untersuchten Seefischen, deren Lebern auch als Fettdepot dienen, 
bewirkte der hohe Gehalt an Neutralfett bei groBen Fettsiureausbeuten sehr nied- 
rige spezifische Aktivitaten, wahrend in den iibrigen Versuchen (mit Ausnahme 
der Froschversuche) auf Grund des vergleichsweise niedrigen Lipoidgehaltes wesent- 
lich héhere Aktivitatswerte erhalten wurden. 


5’ K. W. Rosenmund u. W. K uhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. Genuss- 
mittel 46, 154 [1923]. 
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Abb. 1. UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten hochungesattigten Leberfettsaiuren. 
a) Taube; b) Schildkriéte; c) Frosch; d) Forelle; e) Karpfen; f) Flunder; g) Scharbe; 
h) Stint, Phosphatid-Fraktion; i) Stint, Triglycerid-Fraktion (I: nicht gereinigt, II: iiber 
Polybromide gereinigt, III und IV: nicht isomerisierte Proben von I bzw. II) 
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Zur qualitativen Bestimmung der Zusammensetzung der Polyensiuregemische 
wurden die UV-Absorptionsspektren der mit Alkali isomerisierten hochunge- 
sittigten Fettsiuren herangezogen (21%, KOH-Glycol, 8 Min., bei 180°). 

Das UV-Spektrum des Produkts aus Schildkrétenleber (Abb. 1b) zeigt eine 
iiberraschende Besonderheit durch das véllige Fehlen einer Absorption bei 374 mu. 
Es sollte demnach keine Hexaensiure vorhanden sein. Kine Bestatigung fiir dic 
Abwesenheit der Docosahexaensiiure lieferte der oxydative Abbau, denn Bern- 
steinsiure wurde nur als Spur aufgefunden (s. Abb. 4). 

Die hochungesattigten Fettsiuren aus Karpfenieber (Abb. le) zeigen einen 
bemerkenswert hohen Hexaengehalt. Dieser Befund diirfte von besonderem Inter- 
esse sein, da bisher im Kérperfett des Karpfens keine Hexaensiure aufgefunden 
wurde. 

Wahrend in den Triglyceriden die schwachungesiattigten Fettsiuren iiber- 
wiegen, bilden in den Phosphatiden die Polyensiuren die Hauptkomponenten 
(s. Tab. 4, Vers. 8). Der quantitativen Zunahme entspricht auch eine Anreicherung 
der héchstungesattigten Siuren, wie der Vergleich der UV-Spektren (Abb. 1i, I 
und 1 h) zeigt. Der Effekt der Reinigung iiber die Polybromide ist aus Abb. 1i, II 
ersichtlich, die eine Anreicherung der héchstungesiattigten Polyensiuren auf nahezu 
das Doppelte erkennen !aBt. 


Die oxydative Ozonidspaltung der hochungesattigten Fettsiuren 


Die oxydative Ozonidspaltung und die Gewinnung der Abbaudicarbonsauren 
erfolgten in der iiblichen Weise nach Klenk und Bongard®. Zur chromatogra- 
phischen Trennung des Dicarbonsiiurengemisches wurde folgende Modifikation des 
alten Verfahrens entwickelt, die eine einwandfreie Trennung der homologen Dicar- 
bonséuren von ©, bis C,, ermédglicht; wahrend das alte Verfahren nur eine Tren- 
nung von C,—C, gestattet. 

6 g Kieseigel (Silicic Acid, Mallinckrodt Nr. 2847) werden mit 4,2 cm* dest. 
Wasser nach und nach in einer Porzellanschale verrieben und mit 1 proz. Butanol- 
Trichloraéthylen zu einem diinnen Brei verriihrt, der in einem Chromatographierohr 
von etwa 1 cm lichter Weite mit einem Glasstab zu einer Saiule von etwa 15 cm 
Lange zusammengedriickt wird. Das Dicarbonsiurengemisch wird in 1 cm? Me- 
thanol-Chloroform gelést, ein aliquoter Teil (LO—15 mg) auf ein etwa 1 mm dickes 
Filterpapierscheibchen aufgebracht und das Lésungsmittel mit Warmluft abge- 
dampft. Das Plattchen ist an einer Nadel befestigt und kann leicht in die Saulen- 
offnung eingebracht und mit leichtem Druck auf das Gel gepreBt werden. Eluiert 
wird mit Butanol-Trichlorathylen-Lésungen steigender Konzentrationen, die mit 
Wasser aquilibriert sind. Das Abhebern der Fraktionen sowie die Titrationen mit 
0,01n methanol. NaOH erfolgen wie iiblich. Die Trennwirksamkeit der im folgenden 
als BTW-Saule bezeichneten Saiule und die Konzentrationen des Eluens sind aus 
Abb. 2 zu entnehmen. 

Nach diesem Verfahren wurden alle Abbaudicarbonsaéuren-Gemische analy- 
siert. Lediglich in Vers. 1 wurde noch die Saule D® zur Trennung benutzt. Zusatz- 
lich wurden alle Fraktionen papierchromatographisch identifiziert und auf ihre 
Reinheit gepriift. Es wurde nach Klenk und Tomuschat’ verfahren (etwa 50 y 
der freien Séuren auf Papier Schleicher & Schiill Nr. 2043b, auftragen, entwickeln 
mit 5proz. Butanol-Chloroform, aquilibriert mit 10proz. Essigsiure, anfarben mit 
Jodid-Jodat-Starkelosung). 

Die Zusammensetzung der Dicarbonséiurengemische zeigen Tab. 5 und Abb. 
3—11. Die Angabe der Mengenverhiltnisse erfolgt in Mol/Mol Polyensauren, 
wobei fiir das Polyenséiurengemisch ein mittleres Mol.-Gew. von 300 zugrunde 
gelegt wird. Die Ergebnisse der Parallelversuche werden ohne Abbildung der 
Chromatogramme mitgeteilt. 


¢ E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
7 E. Klenk u. H. J. Tomuschat, nicht veréffentlicht. 
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Abb. 2. Trennwirksamkeit der BTW-Saule. Testgemisch: 0,53 mg C,.-Dicarbon- 
siure, 0,82 mg Sebacinsaure, 0,94 mg Azelainsiure, 0,74 mg Korksaure, 0,81 mg 
Pimelinsaure, 0,89 mg Adipinsaure, 0,91 mg Glutarsiure, 0,81 mg Bernsteinsaure, 
1,5 mg Malonsaure. 
Gefunden: (Frakt. 7—14) C,.+C,9 98,5% ; (Frakt. 22—29) C, 94,5% ; (Frakt. 38 bis 
40) C, 97,5% ; (Frakt. 47—53) C, 104,5%, (Frakt. 58—66) C, 97° ; (Frakt. 78—87) 
C, 97%; (Frakt. 99—110) C, 102%; (Frakt. 116—131) C, 94,5°%. 


Abb. 3. Chromatographie der Abbaudicarbonsaiuren der hochungesattigten Fett- 
sauren aus Taubenleber an Saule D (vgl. Tab. 5, Vers. 1a). 


Tab. 5. Chromatogramme der Abbaudicarbonséuren aus den hochungesattigten 


Fettsauren (vgl. Abb. 3—11) 


























cm’ gef. cm? gef. 
Frakt. | 0,01n | Mol/| Sure Frakt. | 0,01n | Mol/ | — Saure 
j NaOH} Mol aa NaOH} Mol 
Taube, Vers. la Taube, Vers. 1b 
(entspr. 8,5mg; Abb. 3) (entspr. 8,8 mg) 
3— 8 2,27 | 0,40 | C, 4— 7 1,69 | 0,33 | C, 
9—12 | 0,14 | 0,05 | C,+¢, 8—16 | 0,86 | 0,15 | C,+C, 
20—26 1,78 | 0,32 | C,+C, 19—35 1,16 | 0,20 | C,+C,, 
Spur C, 
30—37 0,11 0,02 | C, 39—43 0,18 0,03 | C, 
45—53 0,70 0,12 | C, 51—59 0,96 0,16 | C, 
57—70 0,46 | 0,08 | C, 65—75 0,44 | 0,08 | Cy 
74—86 3,18 0,58 | C, 7i—87 3,78 | 0,64 | C,; 























Schildkriéte, Vers. 2a 
(entspr. 12,2mg; Abb. 4) 


4— ll 
17— 27 
30— 40 
44— 54 
56— 71 
73— 87 
93—103 

110—134 


0,53 


3,22 
0,51 
0,66 
0,60 
1,80 
0,18 
4,54 











Vorlauf, nicht 


identif. 
0,39 | Cy 
0,06 | C,, Spur Cy 
0,08 7 
0,07 | C, 
0,22 | C; 
0,02 | C,+C, 
0,56 | C, 








Schildkréte, Vers. 2b 
(entspr. 13,8 mg) 





5— 11 
16— 26 
30— 40 
45— 54 
59— 74 
79— 91 
95—105 
110—137 


0,68 | Vorlauf, nicht 
identif. 

3,60 | 0,39 | C, 

0,60 | 0,06 | C, 

0,88 | 0,10 | C, 

0,71 0,08 | C, 

2,02 | 0,22 | C, 

0,20 | 0,02 | C,, Spur C, 

5,03 | 0,53 | C, 















EK. Klenk u. G. Kremer, 





Tab. 5. Fortsetzung 


Bd. 320 (1960) 










nile em? 
— 0,01n 
a NaOH 








gef. 
Mol Saure 


Mol 


a, cm® | gef. 
Frakt. | 0,01n | Mol/ 
sans NaOH | Mol 


Saure 





















Frosch, Vers. 3a 


6— 11] 0,25 
17— 25| 2,64 
32— 37| 0,51 
44— 49; 0,60 
55— 65; 0,31 
68— 86] 2,21 
95—104]| 0,88 

109—135| 7,10 








(entspr. 11,3mg; Abb. 5) 


Vorlauf, nicht 


identif. 
0,35 | Cy 
0,06 | Cy 
0,08 | C, 
0,04 | Cy 
0,29 | C, 
0,12 | C, 
C, 





Frosch, Vers. 3b 
(entspr. 12,2 mg) 


6— 11] 0,56 | Vorlauf, nicht 

identif. 

18— 26] 2,70 | 0,33 | C, 

33— 37] 0,47 | 0,06 | C, 

44— 48] 0,54 | 0,07 | C, 

53— 64] 0,45 | 0,06 | C,+SpurC, 

68— 80| 1,82 | 0,23 | C; 

86— 95] 0,88 0,11 | Cy 

10]—135| 6,12 | 0,75 | C, 























Forelle, Vers. 4a 


4— 10] 0,23 
15— 24]; 1,41 
30— 37] 0,36 
42— 50; 0,46 
54— 66] 0,62 
70— 87] 1,26 
91—110] 2,36 

113—137]| 7,60 








(entspr. 12,8mg; Abb. 6) 


Vorlauf, nicht 


identif. 
0,17 | Cy 
0,04 | C, 
0,05 | C, 
0,08 | C,, Spur C, 
0,15 | C, 
0,27 | C, 
0,90 | Cs 





Forelle, Vers. 4b 
(entspr. 13,2 mg) 


4— 13| 0,41 | Vorlauf, nicht 

identif. 
17— 26] 1,78 | 0,20 | C, 
30— 37] 0,53 0,06 | Cy 
43— 48) 0,54 | 0,06 | C, 
51— 65] 0,81 | 0,09 | Cy 
72— 85| 1,96 | 0,22 | C; 
88— 98} 2,62 | 0,30 | C, 
106—121} 10,66 221 Cy 





















Karpfen, Vers. 5a 


4— 8| 0,13 
14— 24] 1,80 
28— 37] 0,45 
42— 48! 0,51 
53— 72] 0,59 
75— 90] 1,10 

100—111| 1,76 
116—137| 6,71 








(entspr. 11,7 mg; Abb. 7) 


Vorlauf, nicht 


identif. 
0,23 | C, 
0,06 | C, 
0,07 | C,, Spur C, 
0,07 | C,, Cs 
0,14 | C; 
0,23 | C, 
0,86 | C, 





Karpfen, Vers. 5b 
(entspr. 12,0mg) 


6— 10] 0,17 | Vorlauf, nicht 

identif. 

16— 24] 1,81 0,23 | C, 

32— 40| 0,33 0,04 | C, 

44— 50! 0,53 0,07 | C, 

53— 67| 0,44 | 0,05 | Cy 

75— 87 1,30 0,16 | C; 

95106} 2,06 | 0,25 | C,, Spur C; 

114—135| 8,10 | 1,01 | C, 

























Flunder, Vers. 6a 








1— 10| 0,42 
15— 24] 1,54 
29— 34] 0,34 
39— 43] 0,54 
48— 56) 0,39 
64— 74] 1,53 
79— 88] 1,41 
96—126| 6,33 


(entspr. 11,0mg; Abb. 8) 


Vorlauf, nicht 


identif. 
0,21 | C, 
0,05 | Cy, Spur Cy 
ait, 
0,05 | C, 
0,21 | C, 


0,19 | C,, Spur C, 
0,87 | Cy 











Flunder, Vers. 6b 








(entspr. 9,2 mg) 
5— 12] 0,34 | Vorlauf, nicht 
identif. 
17— 26} 1,19 | 0,19 | Cy 
30— 36] 0,29 | 0,05 | Cz 
42— 49] 0,49 | 0,08 | C, 
55— 63} 0,25 | 0,04 | Cy, Spur C, 
67— 79| 1,44 | 0,23 | C, 
86— 96] 1,17 | 0,19 | Cy 
102—127} 5,01 | 0,86 | C, 
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Tab. 5. Fortsetzung 












































- em? gef. : cm’ gef. 
— 0,01n | Mol/ Saure — 0,01” | Mol/ Saure 
rae NaOH | Mol er NaOH | Mol 
Scharbe, Vers. 7a Scharbe, Vers. 7b 

(entspr. 9,9mg; Abb. 9) (entspr. 10,9 mg) 

4— 12] 0,41 | Vorlauf, nicht 4— 12] 0,39 | Vorlauf, nicht 
identif. identif. 

17— 27] 1,49 | 0,22 | C, 17— 27] 1,67 | 0,23; C, 

32— 40] 0,34 | 0,05 | C, 32— 40] 0,39 0,05 | C, 

45— 57] 0,82 | 0,12 | C, 45— 57] 0,92 0,13 | C, 

64— 78} 0,70 | 0,09 | C, 64— 77; 0,18 0,09 | C, 

85— 96| 1,11 | 0,17 | C; 85— 96] 1,19 | 0,17 | C, 
101—107| 0,95 0,15 | C, 99—107 0,85 0,12 | C, 
114—132| 5,89 | 0,89 | C, 114132] 6,02 | 0,84 | C, 
Stint, Phosphatide, Vers. 8a Stint, Triglyceride, Vers. 8b 

(entspr. 11,3 mg; Abb. 10) (entspr. 10,0mg; Abb. 11) 

4— 9 Vorlauf, nicht 5— 10| 0,09 Vorlauf, nicht 
identif. identif. 

13— 22] 0,66 0,09 | C,, Spur C, 

27— 33] 0,46 0,06 | C, 18— 25] 0,44 0,07 ‘gs, Spur C; 

37— 50 1,14 0,15 1 °C, 29— 35! 0,57 0,09 c a 

56— 71| 1,04 | 0,13 | C, 46— 53| 0,30 | 0,05 | Cy, Spur C, 

81— 90] 1,39 | 0,19 | C; 58— 68] 2,06 0,32 | C, 

97—106| 2,15 | 0,28 | Cy 77— 85} 2,30 | 0,36 | C, 
112—135] 8,40 1,10 | C, 92—112} 12,30 1,92 | C,, Spur (, 














Zur Aktivitatsmessung der chromatographisch getrennten und durch die 
Titration quantitativ erfaBten Dicarbonsiuren wurden die Natriumsalze zur 
Trockne eingedampft, in einer bestimmten Menge Athanol-Wasser (1:1) gelést, 
ein aliquoter Teil mit einer Kapillarpipette auf Kupferplattchen aufgebracht und 
auf einer Heizplatte zu einer gleichmaBig diinnen Schicht getrocknet. Die Mes- 
sungen erfolgten mit dem fensterlosen DurchfluBzahlrohr FH 407 und dem Strah- 
lungsmeBgerét FH 49 (Friesecke & Hépfner). Eine Bestimmung der absoluten 
Zahlausbeute mit einem Standardpraparat (Benzoic-C-Acid, Packard Intrument 
Comp. Standard Source Compound, 5230 Zerf. Min.~!- mg~") ergab fiir die ange- 
wandte MeBanordnung einen Wert von 52,8°, (gemessen 2760 Imp. Min.~!- mg~!). 
Die Ergebnisse der Aktivitaitsmessung zeigt Tab. 1. Zur Aktivitétsmessung der 
Malonsaure wurde stets nur der absteigende Ast der Eluationskurve verwandt, 
um eine Verunreinigung durch die vorausgehende Bernsteinsiure weitgehend 
auszuschlieBen, 


Die reduktive Ozonidspaltung der Polyensaduren und die Trennung 
der Dinitrophenylhydrazone der Abbaualdehyde 

20—30 mg Polyenséuren wurden in Eisessig-Methylacetat (2:1) gelést und 

bei —10° ozonisiert. AnschlieBend wurde nach Zugabe von etwas Platinoxyd bei 

—10° bis zur Sattigung hydriert und 2 cm* 2.4-Dinitro-phenylhydrazin-Lésung® 

unmittelbar zum Reaktionsgemisch gegeben. Die Lésung wurde mit 2n H,SO, 


8 ® Houben- Weyl, Methoden der org. Chemie, 4. Aufl. IT, 449, Georg-Thieme- 
Verlag, Stuttgart 1953. 
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etwa 5fach verdiinnt und die Dinitrophenylhydrazone (DNPH) mit Benzol aus- 
geschiittelt. Den gréBten Teil der Aldehydsiuren entfernte man durch Ausschiitteln 
mit Hydrogencarbonat-Lisung, engte die benzolische Phase bis auf wenige cm* 
ein und fiillte im 25-cm*-Me8kélbchen mit Petrolather auf. 
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Abb. 4—11: Chromatographie der Abbaudicarbonsauren an der BTW-Saule (vgl. 
Tab. 5); Abb. 4. Vers. 2a, Schildkréte; Abb. 5. Vers. 3a, Frosch; Abb. 6. Vers. 4a, 
Forelle; Abb. 7. Vers. 5a, Karpfen; Abb. 8. Vers. 6a, Flunder; Abb. 9. Vers. 7a, 
Scharbe; Abb. 10. Vers. 8a, Stint, Phosphatide; Abb. 11. Vers. 8b. Stint, Triglyceride. 
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Zur Trennung der Hydrazone hat sich die Verteilungschromatographie 
zwischen Nitromethan auf Kieselgel als stationérer und Petrolither als mobiler 
Phase, die zuerst von Kramer und van Duin® beschrieben worden ist, als be- 
sonders vorteilhaft erwiesen. Die hier beschriebene Arbeitsweise folgt im wesent- 
lichen der von Kepner?® zur Trennung der DNPH. von p-Phenyl-phenacylestern 
organischer Siuren angewandten. 

25 g Kieselgel (Silicic Acid Mallinckrodt Nr. 2847, aktiviert durch 12stdg. 
Trocknen bei 110°) werden mit 20 cm* Nitromethan portionsweise gut vermischt. 
Die Zugabe darf wegen der groBen Mischungswarme nicht zu schnell erfolgen. Das 
Gemisch wird mit mobiler Phase (Petrolither, Sdp. 60—80°, aquilibriert mit Nitro- 
methan) angeriihrt und in das Chromatographierohr (30 cm lang, 2 cm lichte Weite 
mit Absperrhahn und Schliffansatz zum Aufsetzen eines Tropftrichters versehen) 
gegeben. Durch Anwendung von Stickstoffdruck von etwa 0,5 at erhalt man eine 
kompakte Saule von etwa 15 cm Lange, deren Kapazitat fiir 5 mg gut ausreicht. 
Auf die gleichmaBig ebene Saulenoberflache werden 1—3 cm* der Hydrazonlésung 
vorsichtig aufgetragen. Nach 2maligem Nachwaschen mit je 1 cm* mobiler Phase 
wird der Tropftrichter aufgesetzt und eluiert. Durch Anwendung von wenigen Torr 
Stickstoffdruck wird eine ausreichende Laufgeschwindigkeit erzielt. Die Ergebnisse 
einer Testsaule sind aus Tab. 6, Spalte 1 und 2 zu ersehen. 





Tab. 6. Zur Trennung, Identifizierung und quantitativen Bestimmung der 
Dinitrophenylhydrazone 






































1 2 3 4 5 
Aldehyd auf- efunden 3 
(Kettenl.) getragen ° F ~ te* me. a Faktor 
mg mg of 
C, 0,32 0,30 94 0,21 0,23 1,28 
C 0,35 0,37 106 0,38 0,38 1,31 
C, 0,47 0,46 98 0,51 0,53 1,30 
C, 0,38 0,38 100 0,74 0,74 1,30 
Ce 0,46 0,47 102 1,00 1,00 1,50 
C, 0,51 0,50 98 1,37 1,40 1,55 
Cs 0,30 0,29 97 1,8 1,8 1,60 
Cy 0,36 0,35 97 2,3 2,4 1,65 
c. 0,31 0,33 107 2,8 3,3 1,78 


* Bezogen auf Hexanal-Dinitrophenylhydrazon 1,0; Mittelwerte aus mehreren Saulen. 
** Nach Kepner?®; bezogen auf C..pronsdure-p-Phenyl-phenacylester-dinitrophenylhydrazon 


= 1,0. 

Kine papierchromatographische Identifizierung der Fraktionen eriibrigt sich, 
da die Bestimmung der relativen Laufstrecke 1 (#-Werte) der einzelnen Zonen eine 
zuverlassige Erkennungsmoglichkeit bietet. Es werden mehrfach zum gleichen Zeit- 
punkt die Abstande der Bander von der Stelle gré8ter Farbintensitat bis zur Saulen- 
oberfliche gemessen. Das Mittel der Verhaltnisse der Laufstrecke eines Bandes zur 
Laufstrecke einer Bezugssubstanz wird als R-Wert bezeichnet. Diese sind praktisch 
nur von der Kettenlinge abhingig, fiir die einzelnen Komponenten spezifisch und 
gut reproduzierbar. In Tab. 6 sind in Spalte 3 die Ry-Werte einiger Aldehyde, 
bezogen auf Hexanal-DNPH., angegeben (zum Vergleich sind in Spalte 4 die ana- 
logen Rp-Werte fiir die DNPH entsprechender p-Phenyl-phenacylester aufgefiihrt). 


® p. J. G. Kramer u. H. van Duin, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 73, 63 


[1954]. 
10 N. G. Hawkins, A. Dinsmoor Webb u. R. Kepner, Analytic. Chem. 


28; 1975 [1956]. 
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Zur quantitativen Bestimmung wurde nach Klenk und Brockerhoff" 
verfahren. Eine Zusammenstellung der empirischen Faktoren zur Berechnung der 
DNPH-Menge aus den photometrischen Messungen gibt Tab. 6, Spalte 5. Die Be- 
rechnung der Zusammensetzung des Gemischs der Abbaualdehyde erfolgte in 
Mol/Mol Polyensiéuren unter Annahme eines mittleren Mol.-Gew. von 300. Das Er- 


gebnis zeigt Tab. 7. 


Tab. 7. Ergebnis des reduktiven Ozonidabbaus der hochungesattigten Fettsiuren. 
Angaben in ug Dinitrophenylhydrazon der Abbaualdehyde bzw. in Klammern 
Mol/Mol Polyensaure. 





























Vers. Nr.| mg Subst. C, C, C, Cs; 
la iad _ _ dns -_ 
1b 3,3 231 (0,065) | 452 (0,14) | 880 (0,29) | 208 (0,08) 
2a 2,1 64 (0,03) | 190 (0,09) | 427 (0,22) | 332 (0,20) 
2b 2,3 84 (0,03) | 288 (0,13) | 520 (0,23) | 400 (0,21) 
3a 5,7 264 (0,04) | 396 (0,07) | 665 (0,13) | 960 (0,21) 
3b 2,2 66 (0,03) | 121 (0,06) | 278 (0,14) | 366 (0,12) 
4a 2,1 91 (0,04) | 71 (0,03) | 250 (0,13) | 510 (0,31) 
4b 2,4 45 (0,02) 48 (0,02) | 296 (0,13) | 610 (0,32) 
Ba 4,2 98 (0,02) | 192 (0,05) | 270 (0,07) | 1500 (0,45) 
5b 5,1 220 (0,04) | 284 (0,06) | 344 (0,07) | 1650 (0,41) 
6a 3,0 131 (0,04) | 206 (0,07) | 140 (0,05) | 1030 (0,43) 
6b 2,5 108 (0,04) | 172 (0,07) | 117 (0,05) | 815 (0,41) 
7a 4,0 218 (0,05) | 560 (0,15) 98 (0,03) | 1080 (0,34) 
7b 4,1 314 (0,07) | 665 (0,17) | 150 (0,04) | 1560 (0,48) 
8a* 3,8 76 (0,02) | 170 (0,05) | 200 (0,06) | 1320 (0,46) 
8b** 3,2 — — Spur 1730 (0,67) 


* Polyensiuren aus Phosphatiden. 
** Uber Polybromide gereinigte Polyensiuren aus Triglyceriden. 


Zur Aktivitatsmessung wurden die DNPH der Abbaualdehyde in Benzol ge- 
lést, entsprechend den Dicarbonsaéuren auf Kupferplattchen aufgetragen und im 
fensterlosen Methan-Durchflu8zahlrohr gemessen. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. 


Zusammenfassung 


Leberschnitte verschiedener Wirbeltierarten (Taube, Schildkréte, 
Frosch, Karpfen, Forellen und der Seefische Flunder, Scharbe, Stint) 
wurden mit Acetat-[1-'4C| inkubiert. Die Untersuchung der beim oxy- 
dativen und reduktiven Ozonidabbau auftretenden Spaltstiicke der 
Polyenfettsiuren ergab, da die Aktivitit in allen Ansitzen vorwiegend 
in den Dicarbonsiiuren vom Carboxylende der Polyensiuren vorhanden 
war. Nur wenig Aktivitit fand sich in der aus der Mitte der Kohlenstoff- 
kette herausgespa!tenen Malonsiiure. Der Propion- und Capronaldehyd 
vom Methylende der Polyensiuren waren praktisch inaktiv. 

Aus den Befunden wird geschlossen, da8 bei allen untersuchten 
Tieren die Cy 9- und C,,-Polyensiiuren, ebenso wie bei der Ratte, im 
wesentlichen aus exogenen Vorstufen von der Art der Linol- und Linolen- 
siure gebildet werden. 


1 FE. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 810, 158 [1958]. 
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Summary 

Liver slices of various vertebrates (pigeon, turtle, frog, carp, trout 
and the salt water fishes flounder, dab, smelt) were incubated with ace- 
tate-[1-!4C]. Analysis of the products of oxidative and reductive break- 
down of the ozonides of the polyenoic acids showed, that the label always 
predominated in the dicarboxylic acids from the carboxyl end of the 
polyenoic acids. There was only low activity in the malonic acid derived 
from the middle of the carbon chain. The propionic and caproic aldehyde 
from the methyl ends of the polyenoic acids were practically inactive. 

It is conclued from these findings, that in all the animals investi- 
gated, the synthesis of C,, andC,, polyenoic acids takes place, as inthe rat, 
essentially from exogenus precursors of the linoleic and linolenic type. 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Kéln- 
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 52. 
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Die Beeinflussung des Properdins im Serum durch Vitamin A, 
8-Carotin, B-Apo-8’-carotinal(C,,) und Lycopin 
bei der Ratte 


Von 
H. Isliker, F. Weber und 0. Wiss 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit und dem EiweiBchemischen Laboratorium 
des Blutspende-Dienstes SRK im Theodor-Kocher-Institut Bern, und der Abteilung fiir Vitamin- und 
Erniahrungsforschung der F. Hoffmann-La Roche & Co., AG, Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1960) 


Bei den Abwehrkriiften des Blutes unterscheidet man zwischen den 
erworbenen und natiirlichen. Die erworbene Immunitit ist gegen spe- 
zifische Antigene gerichtet, wiihrend es sich bei der natiirlichen Im- 
munitiit um eine unspezifische Abwehrfunktion handelt. Mit dieser un- 
spezifischen Immunitiit steht das von Pillemer und Mitarbeitern! 1954 
entdeckte Properdin im Zusammenhang. Dieser Plasmaeiweifstoff stellt 
in Verbindung mit Magnesium-lonen und Komponenten, die sich ahnlich 
verhalten wie das Serumkomplement, einen von denjenigen Faktoren dar, 
die fiir die natiirliche Immunitit verantwortlich sind?. Das Properdin- 
system besitzt eine Schutzwirkung gegen gewisse Bakterien® 3, New- 
castle-Disease-Virus* und bestimmte Protozoen>. Es wirkt nach neueren 
Befunden auch als Opsonin®. 

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen in ver- 
schiedenen Laboratorien durchgefiihrt, wonach Injektion von Bakterien- 
zellwinden’, bakteriellen Lipopoly sacchariden’: °, Zymosan?°? und an- 


cra Pillemer, L. Blum, I.H.Lepow, O.A.Ross, E.W. Todd u. 
A. C. Wardlaw, Science [Washington] 120, 279 [1954]. 

2 A.C. Wardlaw u. L. Pillemer, Ann. N. Y. Acad. Sci. 66, 244 [1956]. 

3 A. Wardlaw, L. Blum u. L. Pillemer, Federation Proc. 14, 480 [1955]; 
A. C. Wardlaw u. L. Pillemer, J. exp. Medicine 108, 553 [1956]. 

4R.J.Wedgwood, H.S.Ginsberg, R.H.Seibert u. L. Pillemer, 
Amer. J. Diseases Children 90, 408 [1955]; R. J. Wedgwood, H.S. Ginsberg 
u. L. Pillemer, J. exp. Medicine 104, 707 [1956]. 

5 H. A. Feldman, L. Pillemer u. L. T. Miller, Federation Proc. 15, 587 
[1956]; H. A. Feldman, Ann. N. Y. Acad. Sci. 66, 263 [1956]; P. Grénroos, 
Ann. Med. exp. Biol. fenn. 33, 310 [1956], zit. nach H. E. Schultze u. G. Schwick, 
Blut 4, 280 [1958]. 

6 G. Nanni, Experientia Larges A 14, 23 [1958]. 

* D. Rowley, Lancet 1955 I, 

8 L. Pillemer, L. Schoe weer L. Blum u. L.Wurz, Science [Wa- 
shington] 122, 545 [1955]. 

® E. Eichenberger u. H. Isliker, Helv. physiol. pharmacol. Acta 14, C 64 
[1956]; M. Landy u. L. Pillemer, J. exp. Medicine 108, 823 und 104, 383 [1956]; 
H. Fischer, H. Brickner, W. Fritzsche u. H. Becker, Verh. dtsch. Ges. inn. 
Med. 62, 324 [1956]. 

10 L. Pillemer u. O. A. Ross, Science [Washington] 121, 732 [1955]. 
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deren hochmolekularen Polysacchariden*®: " bei Versuchstieren eine Er- 
héhung des Serumproperdinspiegels und der Serumbakterizidie zur Folge 
hat. Kiirzlich haben Lingen et. al.!* beschrieben, daB auch all-trans- 
Lycopin bei Mausen und Kaninchen zu einer Erhéhung der Infektions- 
resistenz gegen Klebsiella pneumoniae und zu einer Erhéhung des Pro- 
perdingehaltes, sowie des Titers der vier Komplementfaktoren im Serum 
fiihrt. Isomerisiertes Lycopin, «-, B- und y-Carotin, Crocetin und Bixin 
erwiesen sich im Vergleich zum all-trans-Lycopin als wesentlich weniger 
wirksam, wihrend Phytoin (7.7’.8.8’.11.11'.12.12’-Octahydrolycopin), 
Crocin, Squaicn sowie Vitamin A inaktiv waren. Diese Befunde deuten 
somit auf einen EinfluB gewisser Carotinoide auf die natiirliche Im- 
munitiét hin. Andererseits schien der Befund iiber die Inaktivitit des 
Vitamins A iiberraschend, da in ilteren Untersuchungen’ gezeigt 
werden konnte, daB Vitamin-A-Mangel bei Ratten einen starken Abfall 
der Infektionsresistenz bedingt. 


In Fortsetzung friiherer Untersuchungen" iiber die Beeinflussung 
des Properdingehaltes im Blut durch Pantothensiure-Mangel wurde ge- 
priift, ob Vitamin-A-Mangel den Properdingehalt herabsetzt. 


Methodik 


Fiir alle Versuche wurden mannliche weiBe Inzuchtratten vom Wistarstamm 
eigener Zucht verwendet. Die Tiere wurden in Einzelkafigen bei konstanter Raum- 
temperatur gehalten. Mit Ausnahme der Ratten fiir die in Tab. 2 beschriebene Ver- 
suchsserie, erhielten die Tiere Futter ad libitum. In dem in Tab. 2 dargestellten 
Versuch wurde den Tieren mit Vitamin-A-Zulage die gleiche Futtermenge an- 
geboten, die die Vitamin-A-Mangelratten im Durchschnitt taglich verbraucht 
haben (‘‘pair-fed’’-Kontrollen). 

Das vitaminfreie Grundfutter fiir die Ratten der in Tab. 1—3 ange- 
gebenen Versuchsserien bestand aus 18°, Casein, 54°/, extrahierter Reisstarke, 13°/, 
Cocosfett ,,Pura‘‘, 10% Trockenhefe und 5% Salzmischung. Die Salzmischung 
hatte folgende Zusammensetzung: Natriumchlorid 5%, Calciumlactat 35%, 
Tricalciumphosphat 15%, Eisen(III)-citrat 3,21%, Kaliumjodid 0,09, Kupfer- 
sulfat 0,03%, Magnesiumsulfat 5,5°%, Kaliumphosphat 26,527% , Natriumphosphat 
9,6%, Zinkcarbonat 0,02%, Mangansulfat 0,02% und Natriumfluorid 0,003%. 
An Vitaminen erhielten die Ratten oral taglich 10 y Vitamin B,, 40 y Vitamin B,, 
20 y Vitamin B,, 100 y pantothensaures Calcium und 500 y Nicotinsdéureamid, 
zweimal wochentlich 20 I. E. Vitamin D, und 100 y Vitamin E und einmal wé- 
chentlich 20 mg Cholinchlorid. Soweit den Ratten Vitamin A verabreicht wurde, 
ist dessen Menge in Tab. 1—3 angegeben. Desgleichen sind dort Einzelheiten iiber 
die Art der Verabreichung der Testsubstanzen zu finden. 

Die Ratten der Versuchsgruppe 1 aus der in Tab. 4 zusammengestellten Ver- 
suchsreihe wurden mit einer Diait der folgenden Zusammensetzung gefiittert: 


1 L. Pillemer, M. Landy u. M. J. Shear, J. exp. Medicine 106, 99 [1957]. 

2 C. Lingen, L. Ernster u. O. Lindberg, Exp. Cell. Res. 16, 384 [1959]; 
C. Lingen, Publ. aus dem Wenner-Gren-Institut fiir Exp. Biologie der Universitat 
Stockholm, Stockholm 1958, des Titels: ,,On the Promoting Effect of Lycopene and 
Related Substances on the Nonspecific Resistance of Animals“. 

13H. C. A. Lassen. J. of Hyg. 30, 300 [1930]; Medicine 18, 125 [1934]; 
H. Natvig, Nutrit. Abstr. and Rev. 12, 198 [1942]. 

14 Q. Wiss, F. Weber u. H. Isliker, Schweiz. med. Wschr. 87, 1430 [1957]. 
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3% Cellulose ,,Methocel“, 53,7°/, vitaminfreies Casein, 25,7%, vitaminfreie Reis- 
starke, 4,9°% Zucker, 8,7°%, Cocosfett ,,Pura’* und 4% Salzmischung. Die Tiere der 
Versuchsgruppe 2 aus dieser Versuchsserie erhielten ein aus 26%, vitaminfreiem 
Casein, 55°, vitaminfreier Reisstiarke, 6°, Zucker, 9°/, Cocosfett ,,Pura‘t und 4%, 
Salzmischung zusammengesetztes Futter. Salzmischung und Vitaminzulagen sind 
fiir beide Versuchsgruppen die gleichen wie oben beschrieben. An Vitamin A ver- 
abreichten wir allen Tieren dieser Versuchsserie einmal wéchentlich 50 I.E. per os. 


Zur Gewinnung des Serums fiir die Bestimmung des Properdingehaltes wurden 
die Tiere durch Dekapitieren getétet, das Blut wurde in Zentrifugenglaschen auf- 
gefangen und !/, Stde. spiter zentrifugiert. Die Properdinbestimmung erfolgte 
im Serum nach einer Modifikation der Methode von Pillemer !5)!6, Diese beruht 
auf der Tatsache, daB die dritte Komponente des Serumkomplementes (C’3) in 
Gegenwart von Properdin durch Zymogsan inaktiviert wird*. 

Zymosan, ein unlésliches Polysaccharid der Hefemembranen, wurde durch 
tryptische Verdauung!’ und Salzsiurehydrolyse von Backerhefe hergestellt!*. Als 
weiteres Reagenz wird ein properdinfreies Serum bendétigt, welches durch Inku- 
bation eines Gemisches verschiedener Normalseren mit Zymosan (2 mg/ml Serum) 
bei 15° und anschlieBender Zentrifugierung erhalten wird. Das Reagenz wird im 
folgenden als RP bezeichnet und dient der Aufrechterhaltung eines konstanten 
Uberschusses aller Faktoren, die bei der Properdinreaktion erforderlich sind?*. 


Sensibilisierte Hammelerythrocyten wurden erhalten durch Mischen gleicher 
Teile einer 5proz. Schafserythrocyten-Suspension und einer Pufferlésung, die 
4 Einh. Ambozeptor/m/ enthalt. Als Ambozeptor diente ein gegen Schafserythro- 
cyten gerichtetes im Kaninchen erzeugtes und anschlieBend auf 56° erhitztes Anti- 
serum. Die Erythrocyten-Ambozeptor-Suspension wurde 10 Min. bei 37° inkubiert 
und 1:6 mit Veronalpuffer verdiinnt. Sie mu8 innerhalb 12 Std. nach der Zu- 
bereitung verwendet werden. 

Proben von 0,1 mi Serum wurden mit Veronalpuffer (pH7,4 mit optimalen 
Konzentrationen an Ca2°- und Mg°-Ionen?®) 1: 1, 2, 4, 8 bis 512 verdiinnt. Nach 
Zufiigen von je 0,1 ml RP (properdinfreies Serum) und einer fein verteilten Sus- 
pension von Zymosan in Veronalpuffer py 7,4 (1 mg Zymosan zu 0,1 m/ Puffer pro 
Réhrchen) zur Verdiinnungsreihe, wurde diese 1 Stde. bei 37° auf einem gleich- 
maBig riihrenden Gestell inkubiert. Je nach dem Properdingehalt des zu unter- 
suchenden Serums wird wahrend dieser Phase das im RP vorhandene Komplement 
(Komponente C’3) inaktiviert. Die Ansaitze, bestehend aus je 0,1 ml der Testserum- 
verdiinnung, 0,1 ml RP und 0,1 ml Zymosansuspension, wurden nach der Inku- 
bation nicht, wie iiblich, zentrifugiert, sondern zur Messung des verbleibenden 
Komplementes direkt mit 2,0 m/ der verdiinnten Erythrocytensuspension versetzt 
und fiir weitere 30 Min. unter staéndigem Riihren bei 37° im Wasserbad belassen. 
Nach kurzem Zentrifugieren (5 Min. bei 1500 U./Min.) wurde diejenige Serum- 
verdiinnung ermittelt, bei welcher 50° der Erythrocyten hamolysiert sind. Dies 
erfolgte durch photometrische Auswertung mit semilogarithmischer Darstellung}. 

Die reziproke Serumverdiinnung, die in Gegenwart von Zymosan 50%, des 
Komplementes (Komponente ©’3) inaktiviert, ergibt nach Pillemers Definition 
den Properdingehalt in Einheiten pro ml (PE/ml). 

15 L. Pillemer, L. Blum, I. H. Lepow, L. Wurz u. E. W. Todd, J. exp. 
Medicine 1038, 1 [1956]. 

16 H.C. Isliker u. E. Linder, Vox Sang. 8, 23 [1958]. 

17 L. Pillemer u. E. E. Ecker, J. biol. Chemistry 187, 139 [1941]. 

18 H. Islikeru. E. Linder, Transactions of the 6th Congress of the European 
Society of Haematology (Copenhagen 1957), S. 939. 

19 —. A. Kabat u. M. M. Mayer, Experimental Immunochemistry (Ch. C. 
Thomas, Springfield, Ill. [1948}). ; 

* Frl.S. Scherrer danken wir fiir die wertvolle Mithilfe bei der Durchfiihrung 
der Bestimmungen. 
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Zur Kontrolle wurde in allen Serien ein Standardserum bekannten Properdin- 
vehaltes mitbestimmt (pool verschiedener Normalseren, der in Portionen von 0,5 ml 
bei —30° aufbewahrt wird). Alle Titer wurden auf dieses Standardserum bezogen. 
Die Normalwerte bei der Ratte liegen zwischen 20 und 40 PE/ml. Sie entsprechen so- 
mit gr6BenordnungsmaBig den von Pillemer gegebenen Einheiten (25—30 PE/ml), 
mit der Ausnahme jedoch, daB die obige Versuchsanordnung bei héheren Pro- 
perdinkonzentrationen empfindlicher ist und daher eine feinere Abstufung der 
Werte erméglicht. Geringe Abweichungen von der Norm kommen somit deutlicher 
zum Ausdruck. Es ist deshalb zu erwarten, daB mit der urspriinglich von Pillemer 
vorgeschlagenen Methode die Unterschiede der Serumproperdinwerte zwischen 
Mangel- und Kontrolltieren nicht mit solcher Deutlichkeit in Erscheinung treten 
wiirden, als dies mit der von uns verwendeten Anordnung der Fall ist. 


Ergebnisse 


Aus Tab. 1 geht hervor,.daB Vitamin-A-Mangel bei der Ratte einen 
starken Abfall des Properdingehaltes des Serums zur Folge hat, der 
statistisch gesichert ist (p < 0,001). Die Bestimmung des Serumproper- 
dinspiegels wurde durchgefiihrt, nachdem bei den Vitamin-A-Mangel- 
ratten Wachstumsstillstand aufgetreten war, wie die in der Tabelle an- 
gegebenen durchschnittlichen Gewichtszunahmen zeigen. Zu diesem Zeit- 
punkt wiesen die Tiere noch keine sichtbaren Vitamin-A-Mangelsym- 
ptome (steiler Abfall der Gewichtskurve, Triibung der Cornea, Keratoma- 
lacie) auf. Trotzdem ist der Properdingehalt des Serums auf die Halfte 
erniedrigt. 


Tab. 1. Vergleich von Wachstum und Properdingehalt des Serums bei Vitamin-A- 
Mangelratten und Kontrolltieren. 

Alle Tiere wurden fiir die Bestimmung des Serumproperdintiters 4 Wochen nach 

Versuchsbeginn getétet. Das Gewicht der Ratten betrug bei Versuchsbeginn im 

Durchschnitt 70 g. Die Kontrolltiere erhielten wéchentlich je 50 I.E. Vitamin-A- 








Alkohol. 
; Zahl d. Gewichtszunahme in g*, nach Properdin- 
Tiere aay ee 1 i Einh./ml 
2 Wochen 3 Wochen 4 Wochen Serum* 
Kontrollen 17 49,3+4,1 73,3+4,8 94,8+-5,2 27,8+5,0 
Vit.-A-Mangel 17 42,7+4,6 55,7 +6,4 59,1+10,5 13,0+5,1] 











* Durchschnitt + mittlerer Fehler, berechnet fiir p = 0,05. 


Um eine Beeinflussung des Properdinspiegels durch quantitativ un- 
geniigende Nahrungsaufnahme bei den Mangeltieren auszuschliefen, er- 
hielten die mit Vitamin A versorgten Ratten in einer zweiten Versuchs- 
serie die gleiche tiigliche Futtermenge, die von den Mangeltieren ver- 
braucht wurde. Gleichzeitig variierten wir die Menge der Vitamin-A- 
Zulagen (Tab. 2). Es ergab sich, daB tiigliche Verabreichung von 1,4 
I. E. Vitamin A zwar eine signifikante Verbesserung des Wachstums 
gegeniiber den Mangeltieren (trotz gleicher Futtermenge) verursachte, 
aber ohne nennenswerten Einflu8 auf den Serumproperdingehalt blieb. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 320 9 
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Hingegen hatte eine fiinffache Erhéhung der Vitamin-A-Zulage eine 
markante Erhéhung des Properdinspiegels zur Folge, wiihrend das 
Wachstum nicht mehr wesentlich verbessert wurde. Bei tiiglichen Gaben 
von 420 Vitamin-A-Einheiten konnte eine weitere Steigerung des durch- 
schnittlichen Serumproperdingehaltes festgestellt werden, die sich jedoch 
nicht als signifikant erwies. 

Tab. 2. Vergleich von Wachstum und Properdingehalt des Serums bei Vitamin-A- 


Mangelratten und “pair fed’’-Kontrolltieren mit verschieden dosierten Vitamin-A- 
Zulagen. 
Alle Ratten wurden zur Bestimmung des Serumproperdingehaltes 4 Wochen nach 
Versuchsbeginn getétet. Das durchschnittliche Gewicht der Tiere betrug bei 
Versuchsbeginn 32 g. 























Tagl. Dosen von |Zahl d. Gewichtszunahme ’ Properdin- . 
Citak Aates | There nach 4 Wochen p-Werte | Einh./ml | p-Werte 
in g Serum* 
~ 14 53,7+9,4 11,3+1,8 
\ <0,01 \ = 0,5 
1,4 I.E. (0,48 y) 15 73,1+4,1 12,3+2,7 
\ = 0,04 \ <0,01 
7,0 I.E. (2,4) 10 78,9+3,1 19,7-+5,0 
\ <0,01 \ = 0,24 
420 I.E. (144,5y) 12 86,0+2,4 J 26,5+9,3 





* Durchschnitt + mittlerer Fehler, berechnet fiir p = 0,05. 


Zur Abklarung der Frage, ob die Beeinflussung des Properdins durch 
Vitamin A mit dessen Vitaminwirkung in Zusammenhang steht, wurden 
Ratten 24 Tage lang Vitamin-A-frei ernihrt, bis Wachstumsstillstand 
eingesetzt hatte. Von diesem Zeitpunkt an erhielten die Tiere wihrend 
7 Wochen tiigliche Zulagen von Vitamin A bzw. £-Carotin und f-Apo-8’- 
carotinal(C,,)?° in iquimolaren Mengen. Die Resultate (Tab. 3) zeigen, 
daB Vitamin-A-Verabreichung an Mangeltiere den Serumproperdin- 
spiegel normalisiert. Dieselbe Wirkung besitzen f-Carotin und f-Apo- 
8’-carotinal(C,,), wenn auch die Erhéhung des Properdinspiegels etwas 
weniger ausgepriigt ist als beim Vitamin A. 

Fiir die Priifung des all-trans-Lycopins auf properdin-erhéhende 
Wirkung nach intraperitonealer Verabreichung haben wir Normalratten 
verwendet. Die Versuchsergebnisse (Tab. 4) zeigen, daB Lycopin keine 
Erhéhung des Properdintiters verursacht. An der Vitamin-A-Mangel- 
ratte haben wir Lycopin auch bei oraler Verabreichung gepriift, da be- 
schrieben ist, daB Lycopin zu 2—15% der verfiitterten Menge von Vita- 
min-A-Mangelratten resorbiert und in der Leber gespeichert werden 
kann2!.22, Die orale Lycopin-Verabreichung wurde begonnen, nachdem 


20 R. Riiegg, M.Montavon, G. Ryser, G.Saucy, U.Schwieter u. 
O. Isler, Helv. chim. Acts 42, 854 [1959]. 

21 E.G. High u. H. G. Day, J. Nutrit. 48, 369 [1952]. 

22 R. H. Painter u. J. Glover, Biochem. J. 60, XVI [1955]. 
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Tab. 3. Vergleich der Wirkung von Vitamin A, f-Carotin, fB-Apo-8’-carotinal(C,,) 
und Lycopin auf Wachstum und Properdingehalt des Serums nach oraler Verab- 
reichung an Vitamin-A-Mangelratten. 
Die Verabreichung der Praparate wurde begonnen, nachdem bei einem Gewicht 
der Vitamin-A-Mangelratten von etwa 70 g Wachstumsstillstand eingesetzt hatte. 
Die Praparate waren in Arachisdl gelést. Die Lésungen wurden wéchentlich 
erneuert und unter CO, bei 2° aufbewahrt. 




















ai ‘ ; peaask Properdin- 
Priparate Tagl. Dosis |Zahl d.| Gew mesiy ore uaaeal Einh. /ml 

in y Ratten in gb S t 

Serum> 
— _- 11 —« 9,4+1,9¢ 
Vit.-A-Alkohol 4 5 10 118,6+-8,6 29,9+5,le 
all-trans-B-Carotin 9,4 10 115,7+7,6 23,9+6,6¢ 
B-Apo-8'-carotinal(Cy5) 73 10 103,0+6,2 21,4+5,8¢ 
all-trans-Lycopin 94 8 1,4+5,8Ff 3,6+1,1f 











a Zunahme in 6 Wochen nach Verabreichung der Priparate. 

b Durchschnitt + mittlerer Fehler, berechnet fiir p = 0,05. 

c Die Vitamin-A-Mangelratten der Kontrollgruppe wurden fiir die Properdinbestimmungen 
zu dem Zeitpunkt getétet, als mit der Verabreichung der Priparate an die anderen 4 Tiergruppen 
begonnen wurde. 

16,7 I. E. Vitamin A. 
e Die Bestimmung erfolgte 7 Wochen nach Verabreichung der Priparate. 
f 11 Tage nach Verabreichung von all-trans-Lycopin bestimmt. 


Tab. 4. Einflu8 von intraperitoneal verabreichtem all-trans-Lycopin auf den 
Properdingehalt des Serums bei Normalratten. 

Synthetisches all-trans-Lycopin wurde in feiner Kristallsuspension verabreicht. 

Die Darstellung der Suspension erfolgte nach Lingen et al.!* durch griindliches 

Verreiben des Lycopins in Tween 80 und tropfenweise Verdiinnung mit physiol. 

NaCl-Lésung bis zur gewiinschten Konzentration. Den Kontrolltieren wurde eine 

Lésung von Tween 80 in physiol. NaCl-Lésung derselben Konzentration, jedoch 
ohne Lycopin, intraperitoneal verabfolgt. 








Versuchs- Tagl. Dosis | Dauer der Lycopin- Zahl d. Properdin- 
gruppe von Lycopin | verabreichung in Tagen Tiere |Einh./m/ Serum4 
1b — ~- 8 20,1+2,7 
2 mg¢e 17 4 16,7+6,8 
2 — — | 20,8+-2,3 
2,5 mgd 32 7 20,1+7,7 














a Durchschnitt + mittlerer Fehler, berechnet fiir p = 0,05. 

b Die Ratten dieser Gruppe erhielten ein Futter, das sich gegeniiber dem der Gruppe 2 durch 
Zusatz von Cellulose, Verdoppelung der Casein-Menge und Reduktion der Menge an Reisstirke auf 
die Hialfte unterscheidet. 

c In 10%, Tween 80 in physiol. NaCl-Lésung. 

d In 169, Tween 80 in physiol. NaCl-Lésung. 


bei den Vitamin-A-Mangelratten Wachstumsstillstand aufgetreten war. 
Es konnte auch hicr keine properdin-erhjhende Wirkung des Lycopins 
festgestellt werden (Tab. 3). Die beobachtete weitere Erniedrigung des 
Serumproperdinspiegels ist auf eine Verstirkung des Vitamin-A-Mangel- 
zustandes zuriickzufiihren, da Lycopin nicht die Eigenschaften eines 
Provitamins A besitzt2? 23, 


8 W. A. McGillivray, 8. Y. Thompson u. N. A. Worker, Brit. J. Nutrit. 
10, 126 [1956]. 
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Diskussion 


Die mitgeteilten Versuchsergebnisse zeigen, da Vitamin-A- 
Mangel bei der Ratte mit einem starken Abfall des Properdingehaltes 
im Serum verbunden ist. Die Erniedrigung des Properdingehaltes stellt 
ein Friihsymptom des Vitamin-A-Mangels dar und ist schon vor Beginn 
der Wachstumsstérung zu beobachten. DaB die Herabsetzung des Serum- 
properdingehaltes bei Vitamin-A-Mangel nicht auf quantitativ un- 
geniigende Nahrungsaufnahme der Tiere zuriickzufiihren ist, konnte 
durch einen Vergleich mit ‘‘pair fed’’-Kontrolltieren gezeigt werden. Dieser 
Befund stimmt mit friiheren Untersuchungen" iiberein, welche ergaben, 
da bei Vitamin-B,-Mangelratten trotz der ausgepriigten Anorexie der 
Tiere, die eine quantitativ ungeniigende Futteraufnahme zur Folge hat, 
normale Properdinwerte nachweisbar sind. 

Die Verabreichung ‘iquimolarer Mengen von Vitamin A, /-Carotin 
und /-Apo-8’-carotinal(C,,)?° an Vitamin-A-Mangelratten fiihrt zu einer 
Erhéhung des Serumproperdinspiegels. Diese Resultate lassen vermuten, 
daB die Beeinflussung des Properdins durch Vitamin A mit dessen Vi- 
taminwirkung in Zusammenhang steht. f-Apo-8’-carotinal(C,,), ein 
Zwischenprodukt auf dem biologischen Abbauweg des f-Carotins zu 
Vitamin A durch schrittweise Oxydation von einem Ende des £-Carotin- 
molekiils her*4, konnte kiirzlich in der Darmschleimhaut aufgefunden 
werden?>. Daf dieser Carotinoid-Aldehyd die Eigenschaft eines Pro- 
vitamins A besitzt, haben Untersuchungen im kurativen Wachstums- 
versuch und Vitamin-A-Leberspeichertest gezeigt?®. 

Die mitgeteilten Ergebnisse iiber die Beeinflussung des Properdins 
durch Vitamin A stehen in Einklang mit Untersuchungen von De Luca 
und Caruso?’ an Kindern verschiedenen Alters. Die Autoren konnten 
zeigen, daB Verabreichung von Vitamin A bei den an verschiedenen 
Krankheiten leidenden Kindern eine Erhéhung des Serumproperdin- 
spiegels zur Folge hatte. 

Wenn auch die keimtétenden Eigenschaften des Properdinsystems 
gegeniiber einer Reihe Gram-negativer Erreger und Viren in vitro ein- 
wandfrei bestitigt wurden, so hat sich doch gezeigt, daB zwischen dem 
Properdintiter eines Serums und der unspezifischen Resistenz des be- 
treffenden Blutspenders nicht immer eine gesetzmiafige Beziehung be- 
steht?’. Die unspezifische Resistenz eines Individuums ist neben hu- 
moralen Faktoren auch auf Faktoren der zelluliren Infektabwehr 
(Phagocytose) und auf solche konstitutioneller Art zuriickzufiihren. 

Zu den humoralen Faktoren gehéren vor allem die Komponenten 
des Komplementes. Wegen der geringen Serummengen, die bei den 


24 J. Glover u. E. R. Redfearn, Biochem. J. 58, XV [1954]. 

25 A. Winterstein u. B. Hegediis, Chimia [Aarau] 14, 18 [1960]. 

26 G. Brubacher, U. Gloor u. O. Wiss, Chimia [Aarau] 14, 19 [1960]. 

27 R. De Luca u. P. Caruso, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 34, 36 [1958]. 
. Barandun u. H. Isliker, Helv. med. Acta 26, 791 [1959]; H. Isliker, 
ebenda 26, 634 [1959]. 
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Mangeltieren zur Verfiigung standen, konnten Komplementbestim- 
mungen nicht regelmiBig durchgefiihrt werden. Wo Bestimmungen vor- 
liegen, ergab sich im allgemeinen ein gleichsinniges Verhalten des Serum- 
properdinspiegels und des Gesamtkomplementes. Meist waren aber die 
Unterschiede zwischen Mangel- und Kontrolltieren beim Komplement 
weniger ausgepriigt als beim Properdin. 

Die von Lingen et al.!* mitgeteilte Beobachtung, da all-trans- 
Lycopin bei Miiusen und Kaninchen den Serumproperdinspiegel steigert, 
konnte in unseren Untersuchungen an der Ratte nicht bestitigt werden. 
Zu dem gleichen Ergebnis fiihrten Untersuchungen von Folkers?®. 
Diese Tatsache kann als ein weiterer Hinweis dafiir angesehen werden, 
daB von den Carotinoiden nur Provitamine A den Properdingehalt des 
Serums beeinflussen. 


Zusammenfassung 


Vitamin-A-Mangel der Ratte fiihrt zu einer starken Erniedrigung des 
Properdingehaltes im Serum, die bereits vor dem Auftreten typischer 
Vitamin-A-Mangelsymptome nachweisbar ist. Beziiglich der Héhe des 
Serumproperdinspiegels zeigte sich bei der Normalratte eine deutliche 
Abhingigkeit von der zugefiihrten Vitamin-A-Menge. Verabreichung von 
Vitamin A an Mangeltiere hat eine signifikante Erhdhung des Properdin- 
titers zur Folge. Dieselbe Wirkung besitzen die Provitamine A #-Carotin 
und f-Apo-8’-carotinal(C,,). all-trans-Lycopin, das kein Provitamin A 
ist, hat keinen Einflu8 auf den Properdingehalt des Serums. 


Summary 


The properdin level of blood serum was found to be significantly 
lower in vitamin A deficient rats than in normal (pair-fed) controls. A 
reduction in the properdin levels could be observed in mild deficiency 
states even before the characteristic symptoms like growth depression 
and keratomalacia occurred. The properdin level of deficient rats is 
raised by the administration of vitamin A. Both /-carotene and /-apo- 
8’-carotenal(C,,) were also active, whereas lycopene failed to show any 
effect. 

Prof. Dr. H. Isliker, Medizinisch-Chemisches Institut der Universitaét Bern, 
Biihlstr. 28. 

Prof. Dr. O. Wiss, Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche AG, Basel. 


29 K. Folkers u. H. J. Robinson, Symposium iiber ,,Biological Effects of 
Endotoxins in Relation to Immunity“, Freiburg i. Br., Juli 1959 (Studies on Ly- 


copene). 
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Cerebron- und Kerasin-schwefelsiureester 
als Speichersubstanzen 
bei der Leukodystrophie, Typ Scholz 
(metachromatische Form der diffusen Sklerose) * 
Von 


Horst Jatzkewitz 


Aus der Biochemischen Abteilung (Leiter: Priv.-Doz. Dr. H. Jatzkewitz) der Deutschen Forschungs- 
anstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut), Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1960) 


Im Zuge von Untersuchungen! iiber eine Cerebrosid-schwefelsiure- 
ester-Speicherkrankheit, die im menschlichen Gehirn zu diffusen Ent- 
markungen fiihrt (Leukodystrophie, Typ Scholz), wurde gefunden, daB 
die Cerebrosid-schwefelsiureester von Normalgehirnen, von patholo- 
gischen Gehirnen und von Vergleichssubstanzen, die als reine Cerebrosid- 
schwefelsiureester bezeichnet wurden, im aufsteigenden Papierchromato- 
gramm mit der Oberphase des Lésungsmittelsystems Isoamylalkohol/ 
n-Butanol/Wasser 27 : 2,5: 10 auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043 b 
Mgl zwei Flecken ergaben, einen mit dem Ry-Wert 0,23 (Sulfatid A) 
und einen -mit dem Rr-Wert 0,34 (Sulfatid B). 

In einer kurzen Mitteilung!* wurde geschildert, daB die den beiden 
Flecken entsprechenden Substanzen durch priiparative Rundfilter- 
chromatographie gewonnen wurden. 

Als Abbauprodukte nach Siurehydrolyse wurden bei beiden SO,°°- 
Ionen und papierchromatographisch Galaktose, Sphingosin und drei 
C,,-Fettsiiuren gefunden. Der einzige Unterschied zwischen beiden war 
ein positiv ausfallender Phosphat-Nachweis bei Sulfatid B im Tiipfeltest 
nach FeigI. 

Bisher wurde nur ein Cerebrosid-schwefelsdureester, némlich der des Cere- 
brons, von Blix? chemisch charakterisiert. Das aus Menschengehirn gewonnene 


Produkt ergab nach der Hydrolyse aquimolare Mengen Sphingosin, Cerebronsaure, 
Galaktose und Sulfat-Ionen. Thannhauser und Mitarbeiter®* zeigten, daB sich 


* Vorlaufige Mitteilungen s. 1. c.1¢,4, 

1H. Jatzkewitz, a) diese Z. 311, 279 [1958]; b) Vortrag am 27. 8. 1958 auf 
dem III. Internationalen Symposium fiir Neurochemie in StraBburg; c) Arch. 
Psychiatrie 200, 416; d) diese Z. 218, 265 [1960]. 

2 A. Blix, diese Z. 219, 82 [1933]. 

2a J. Thannhauser, J. Fellig u. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 215, 211 
[1955]. 
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der Schwefelsiurerest an der primaren Hydroxylgruppe des Zuckers befindet, so 
daB dem Ester folgende Struktur zukommt: 


CH,—[CH, ],;-CHOH—CO 
CH,—[CH, ],»—CH —CH—CHOH—CHNH—CH,0 
OCH,—CH—[CHOH],—CH 
an oO 


Unsere eigenen qualitativen Untersuchungen lieBen die Frage offen, 
ob man mit Blix? neben diesem bis jetzt bekannten Cerebron-schwefel- 
siiureester mit Cerebronsiiure als Fettsiiurekomponente noch Homologe 
mit anderen Fettsiuren oder aber die in der Literatur® diskutierte 
Existenz eines Phospho-sulfatids annehmen muB. In der vorliegenden 
Arbeit wird diese Frage zugunsten der Blix schen Vermutung entschieden. 

Zunichst stellte sich heraus, daB mit der priparativen Rundfilter- 
chromatographie eine vollstindige Trennung von A und B nicht zu er- 
reichen war. 

Es wurde deshalb die Reindarstellung an einer Kieselsaure-Saule durch Gra- 
dienten-Elution mit Chloroform-Methanol versucht, wie sie Weiss‘ fiir die Trennung 
der Gehirn-Sphingolipoide beschrieben hatte, ohne allerdings die Existenz der 
Schwefelsiureester zu beriicksichtigen. Doch zeigte sich, daB beide Substanzen 
nicht voneinander getrennt werden konnten und sich manchmal an der Saule weit- 
gehend zersetzten (es entstanden dabei Produkte mit dem Rp-Wert der Cere- 
broside). Nur einmal lieB sich mit dem gleichen Lésungsmittelsystem unter anderen 
Elutionsbedingungen® aus der Sphingolipoidfraktion (305 mg) zerfallener Mark- 
scheiden (,,Erweichungen“) eine geringe Menge A’ (9,3 mg) vom gleichen papier- 
chromatographischen Verhalten wie A rein gewinnen; B war noch mit A’, Cerebron 
und einem unidentifizierten Lipoid verunreinigt. Da A’ nicht aus Leukodystrophie- 
Gehirnen stammt, diente es als Vergleichssubstanz. 

Daher wurde die Verteilungschromatographie an Cellulose wieder- 
holt. Es gelang schlieBlich, beide Komponenten an einer Papier- 
bogen-Saule (,,Chromax**-Siule) mit Isoamylalkohol/n-Butanol/Wasser 
27:0,8:10 vollstiindig zu trennen (Abb. 1). Der erschwerende und kapa- 
zitiitsbegrenzende Faktor waren die zur Trennung notwendigen Papier- 
verunreinigungen (héher molekulare Kohlenwasserstoffe und Alkohole, 
freie Fettsiuren®), ohne die die Substanzen im erwahnten System auf 
der Siiule nicht wandern. 

Die so vorgereinigten Sulfatide wurden in 77proz. Methanol/Tetra- 
chlorkohlenstoff einer Gegenstromverteilung unterworfen, obwohl sich 
infolge Molekiilassoziation in der Mehrstufenverteilung (im Gegensatz 
zur Einstufenverteilung) hohe Verteilungszahlen (fiir A: G = 7,8; fiir 
B: G = 11,5) ergaben’. Nach weiterer Behandlung mit Lésungsmitteln 


3 W. Koch, diese Z. 70, 94 [1910]; M. Lees, Federation Proc. 15, 298 [1956]. 

4 B. Weiss, J. biol. Chemistry 223, 523 [1956]. 

5 H. Jatzkewitz u. E. Mehl, unveréffentlicht. 

® Dr. A. Griine, priv. Mitteilung. 

* Vgl. E. Hecker, Verteilungsverfahren im Laboratorium, Verlag Chemie 
GmbH, Weinheim/BergstraBe 1955. 
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wurden 14 mg Sulfatid A und 9,8 mg Sulfatid B, beide vom Schmp. 
196—200° (Heiztischmikroskop nach K ofler) erhalten, die als Ausgangs- 
material fiir die Konstitutionsaufklirung dienten. 
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Abb. 1. Trennung von Cerebrosid-schwefelsiureestern aus einer Sphingolipoid- 

fraktion (150mg) eines Leukodystrophie-Gehirns an einer Papierbogensaule 

(Chromax-Drucksaule) mit Isoamylalkohol/n-Butanol/Wasser 27:0,8:10. Frak- 

tionen zu je 32 ml. Gestrichelte Kurve: Papierverunreinigungen. A und B: 

weiter verarbeitete Sulfatidfraktion A bzw. B. Die Zahlen iiber den Pfeilen geben 

die Ry-Werte bei Papierchromatographie in Isoamylalkohol/n-Butanol/Wasser 
27: 2,5: 10 an. 


Die Infrarot-Spektren fiir beide Substanzen (Abb. 2) sind bis auf 
eine geringfiigige Abweichung bei 1720 cm~! identisch. Es ist ihnen so- 
wohl die intensive S-O-Bande der Schwefelsiiure-Gruppe bei 1240 cm-! 
gemeinsam als auch die Bande bei 820 cm-!, die nach Lloyd und Dodg.- 
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Abb. 2. Vergleichende Infrarotspektren von Sulfatid A (850 y) und Sulfatid B 
(960 y); beide in je 300mg KBr mit NaCl-Prisma aufgenommen. 
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son’ der C-O-S-Schwingung entspricht und fiir in C-6-Stellung mit 
Schwefelsiiure veresterte Hexose (Glucose oder Galaktose) charakte- 
ristisch sein soll. Das Verhiltnis der Extinktion der OH-Valenz-Schwin- 
gung bei 3330cm-? zur Extinktion der CH-Valenz-Schwingung bei 
2940 cm~ ist bei A 0,47, bei B 0,39. Dieser Befund spricht fiir die An- 
nahme, daB in A, bezogen auf CH,, mehr Hydroxy] enthalten ist als in B. 
Das Infrarotspektrum von A gleicht dem von Substanz A’ (vgl. 8. 135). 

In Ubereinstimmung mit den spektroskopischen Daten ergab die 
kolorimetrische Zuckerbestimmung nach Siurehydrolyse fiir <A 
18,5%, fiir B 14,7°%% (das sind 97 bzw. 77° des theoretischen Wertes, 
bezogen auf cerebronschwefelsaures Kalium mit einem Galaktosegehalt 
von 19,0%). Der Zucker hatte im Papierchromatogramm denselben 
Ry-Wert wie Galaktose, und die gefirbten Umsetzungsprodukte der 
Sulfolipoide mit Resorcin-Schwefelsiure® zeigten das fiir Galakto-cere- 
broside charakteristische Absorptionsspektrum. Aus dem salzsauren 
Hydrolysat wurde mit Bariumchlorid-Lésung der erwartete Barium- 
sulfat-Niederschlag erhalten. 

Hydrolyse mit 10proz. methanolischer Schwefelsiure fiihrte bei 
beiden Komponenten (ebenso wie bei Triacetyl-sphingosin als Vergleichs- 
substanz) zu einer Basen-Fraktion, die im Papierchromatogramm mit 
wiBrig-ameisensaurem Butanol als Lésungsmittel eine einzige Nin- 
hydrin-positive Substanz vom Rr-Wert des Sphingosins ergab. 

Fiir die Charakterisierung der im selben Hydrolyseverfahren er- 
haltenen Fettsiure-methylester-Fraktion wurde die Chromatographie 
nach Stahl? an einer diinnen Schicht Kieselsiure auf einer Triger- 
platte herangezogen"™. Mit Athylenchlorid als Lésungsmittel zeigte die 
Fettsiure-methylester-Fraktion von Sulfatid A den gleichen Ry-Wert 
wie Cerebronsiure-methylester, die von Sulfatid B den gleichen wie 
Lignocerinsiure-methylester (Abb. 3). 

Nach alkalischer Verseifung der erstgenannten Fraktion wurde 
diinnschichtchromatographisch mit Chloroform, das 4 Vol.-°, Eisessig 
enthielt, als Lésungsmittel™ eine Siure vom gleichen Rr-Wert (0,31) 
wie Cerebronsiure erhalten. Ebenso verhielt sich die entsprechende Frak- 
tion aus Substanz A’. 

Nach alkalischer Verseifung der Fettsiure-methylester aus Sulfatid 
B wurde eine Fettsiurefraktion gewonnen, die bei der papierchromato- 
graphischen Trennung vier Fettsiureflecken mit den Rr-Werten der 
Lignocerinsiiure, Behensiiure, Stearinsiiure und Palmitinsiure ergab. 
Katalytische Hydrierung der gleichen Fraktion mit Platinoxyd in Eis- 

8 A.G. Lloyd u. K. 8. Dodgson, Nature [London] 184, 548 [1959]. 

® A. W. Devor, C. Conger u. I. Gill, Arch. Biochem. Biophysics 78, 20 
[1958]. 

10 Vgl. E. Stahl, Pharmac. Weekbl. 92, 829 [1957]; II. Mitteil.: Chemiker- 
Ztg. 82, 323 [1958]; III. Mitteil.: Parfiimerie u. Kosmet. 39, 564 [1958]; IV. Mit- 
teil.: Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 292/64, 411 [1959]. Grundaus- 


riistung der Firma Desaga, Heidelberg. 
* WH. Jatzkewitz u. E. Mehl, diese Z., im Druck. 
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Abb. 3. Charakterisierung der Fett- 
siure-methylester von 90 y Sulfatid 
A und 100 y B durch Diinnschicht- 
chromatographie an Kieselgel G*. 
a Fettsiure-methylester von 
Sulfatid A (Ry = 0,14); b = 10 y 
Cerebronsiure-methylester (Rp 
ee oe 0,14) und 10 y Stearinsaiure-methyl- 
e ester (Ry — 0,48);¢ = 10 y Cere- 
bronséiure-methylester (#2 = 0,14) 
und 10 y Lignocerinsiure-methyl- 
ester (Rp = 0,52); d = Fettsaiure- 
methylester von Sulfatid B (Rp = 
0,51); SL = Startlinie; LF = Lé- 
sungsmittelfront; Lésungsmittel: 
e oo -* Athylendichlorid; Spriihreagenz: 
’ : schwach alkal. Bromthymolblau- 
Lésung (s. 8. 143). 


eres SL * Fa. E. Merck, Darmstadt. 


essig verstiirkte die Intensitiit des Lignocerinsiureflecks auf Kosten des 
., Behensiiure**-Flecks. 

Die Messung der Lichtabsorption der Fettséiure-Kupfer-hexacyano- 
ferrat(I1)-Komplexe'!? von drei Aufarbeitungen vor und nach der Hy- 
drierung auf dem Papier bei 490 my fiihrte zu folgender Mengenver- 
teilung: Lignocerinsiure : 59—61 % ; ungesittigte C,,-Fettsiiure:7—12%; 
Behensiure : 16—17°%, ;Stearinsiure : 14—15% ; Palmitinséure : unter15%. 

Der Anteil der (gesiittigten und ungesittigten) C,,-Fettsiuren 
betrug 67—71°%, der Gesamtfettsiuren, die — bezogen auf Sulfatid B — 
in 47—67proz. Ausbeute erhalten wurden. 

Sulfatid A enthielt 0,2°,, Sulfatid B 0,7°% Phosphor. 

Aus den geschilderten Untersuchungen geht folgendes hervor: 
Neben dem schon bekannten Cerebron-schwefelsiureester mit 
Cerebronsiure als Fettsiiurekomponente gibt es noch einen Schwefel- 
siiureester mit sehr fhnlichen, etwas besseren Léslichkeitseigenschaften, 
der sich nach Infrarotspektrum und Hydrolysenmuster nur durch die 
Art der Fettsiuren vom erstgenannten unterscheidet. Er enthalt in 
Analogie zu dem schwefelsiiurefreien Homologen, Kerasin, Lignocerin- 
siure als Fettsiiurekomponente und wird daher Kerasin-schwefel- 
sdiureester genannt. 

Zum Vergleich wurde daher die Fettsiiurezusammensetzung (zwei 
Aufarbeitungen) einer ,,Kerasin-Fraktion‘‘ (Zucker-Gehalt: 17,5% = 
79%, d. Th.) bestimmt, die bei demselben Trennungsgang, der zu A’ 





~~ ‘A. Wagner, L. Abisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 88, 1536 
[1955]. 
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fiihrte, gewonnen wurde. Die auf Papier darstellbare Fettsiiure-Gesamt- 
menge betrug 48—55°% der ,,Kerasin-Fraktion**. Durch Bestimmung der 
Fleckenintensitiit vor und nach der Hydrierung lie sich zeigen, dab 
(neben 12 bis 18° einer unidentifizierten ungesittigten Fettsiure) eine 
ungesittigte C,,-Fettsiiure vom gleichen papierchromatographischen 
Verhalten wie beim entsprechenden Schwefelsiureester, nur in viel 
gréBerer Menge (Lignocerinsiiure: C,,-ungesittigte Fettsiure = 10: 14) 
vorhanden war. Da etwa das gleiche Mengenverhiltnis (10: 18) fiir die 
Cerebroside Kerasin und Nervon im menschlichen Gehirn angegeben 
wird!% und Nervon das einzige bisher bekannte Cerebrosid ‘ist, dessen 
C,,-ungesittigte Fettsiiurekomponente, Nervonsiure (= 4!5-Tetracosen- 
siiure), bei der katalytischen Hydrierung Lignocerinsiure geben kann, liegt 
es nahe, als ungesittigte Fettsiure in Sulfatid-B-Hydrolysat Nervonsiure, 
als ihre Stammsubstanz Nervon-schwefelsiureester anzunehmen. 

Aus dem Infrarotspektrum und der Zuckerbestimmung geht hervor, 
daB das Kerasin-schwefelsiureester-Priparat noch nicht ganz rein ist. 
Die Verunreinigung ist mit groéBter Wahrscheinlichkeit fiir die positive 
Phosphat-Reaktion, vielleicht auch fiir einen geringen Teil der nach 
Hydrolyse gefundenen Fettsiuren verantwortlich zu machen. Ein 
Phosphatgehalt von 0,7°% (!/; Atom Phosphor auf eine Substanz vom 
Molekulargewicht der Cerebrosid-schwefelsiureester) spricht nicht fiir 
die Existenz eines phosphorhaltigen Schwefelsiureesters. 

Demnach ist der Unterschied in der Wanderungsgeschwin- 
digkeit der beiden Typen von Schwefelsiureestern im Papier- 
chromatogrammdurchdie «-Hydroxyl-Gruppedes Fettsiure- 
restes bedingt. Dies ist bei einer so komplexen Molekel von hydro- 
phob-hydrophilem Charakter iiberraschend und vielleicht durch Be- 
teiligung der o«-Hydroxyl-Gruppe an intramolekularer Wasserstoff- 
briickenbindung zu erkliren. Dann wiire aber anzunehmen, da auch 
Kerasin und Cerebron aihnliche Unterschiede im Ry-Wert aufweisen. Es 
wurde daher Kerasin aus einer rohen Cerebron-Fraktion synthetisiert 
und mit reinem Cerebron chromatographiert. Im Papierchromatogramm 
eBen sich mit dem eingangs erwihnten amylalkoholischen Lésungs- 
mittel nur geringfiigige Unterschiede (wegen des zu hohen R y-Wertes /) 
feststellen. Im Diinnschichtchromatogramm dagegen wurden mit dem 
Laufmittel n-Propanol/waiBriges Ammoniak die gleichen Ry-Wert- 
Unterschiede zwischen Cerebron und Kerasin wie zwischen Cerebron- 
und Kerasin-schwefelsiiureester erhalten und alle vier Cerebrosid-Typen 
voneinander getrennt (Abb. 4). Es ist anzunehmen, daB auch die von 
anderen Autoren! chromatographisch dargestellten und unidentifi- 
zierten vier ,,Cerebroside unserer Typisierung entsprechen. 


138 H. Thierfelderu. E. Klenk, Die Chemie der Cerbroside und Phosphatide, 
8. 60, Springer-Verlag, Berlin 1930. 

140. Armbruster u. U. Beiss, Naturwissenschaften 44, 420 [1957]; Z. 
Naturforsch. 13b, 79 [1958]; L. Hdrhammer, H. Wagner u. G. Richter, 
Biochem. Z. 381, 155 [1959]. 
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Abb. 4. Charakterisierung der Cerebroside, ihrer natiirlichen und synthetischen 
Schwefelsaureester sowie der Sphingolipoidfraktion vom zerfallenen Mark eines 
Leukodystrophie-Gehirns (Extremfall M.!a,¢) durch Diinnschichtchromatographie 
an Kieselgel G. a = 7 y Cerebron (Rp = 0,40); b= 7y Kerasin (Rp = 0,47); 
c = 10 y Cerebron-schwefelsiureester (Rp = 0,61); d = 10y Kerasin-schwefel- 
siureester (Rp = 0,69); e Mischung von a, 6, c, d; f = sulfuriertes Kerasin; 
g = 25y Sphingolipoidfraktion (Sphingomyelin Ry = 0,13); hk = sulfuriertes 
Cerebron; SL = Startlinie; LF — Lésungsmittelfront; Lésungsmittel: n-Propanol/ 
12,5proz. Ammoniak 8 : 2, Steighéhe etwa 10 cm in 31/, Stdn. bei 20°, Sprithreagenz: 
schwach alkal. Bromthymolblau-Lésung. 


Damit bot sich noch folgende Méglichkeit, die Existenz eines 
Kerasin-schwefelsiureesters zu beweisen: 

Chargaff!* hatte Cerebron und Kerasin mit Chlorsulfonsiure in 
Pyridin sulfuriert und — wie zu erwarten — uneinheitliche Reaktions- 
produkte erhalten. Die \Wiederholung seiner Versuche im mikrochemi- 
schen MaBstab und die Diinnschichtchromatographie der Reaktionspro- 
dukte zeigten, daB Cerebron u. a. eine Substanz vom R »-Wert des Cere- 
bron-schwefelsiiureesters, Kerasin keine Substanz von diesem Rr-Wert, 
aber eine vom R y- Wert des Kerasin-schwefelsiureesters lieferte (Abb. 4). 

Mit dieser Arbeit wurde neben dem schon bekannten Cerebron- 
schwefelsiureester die Existenz des noch unbekannten Kerasin-schwefel- 
siureesters (und wahrscheinlich Nervon-schwefelsiureesters und niedri- 
gerer Homologer) bei der Leukodystrophie, Typ Scholz, bewiesen. Die 
Schwierigkeiten in der Trennung diirften jetzt durch priiparative Diinn- 
schichtchromatographie leicht zu iiberwinden und damit der genaue Anteil 
der einzelnen Schwefelsiiureester-Typen im Gemisch festzustellen sein, 


16 KE. Chargaff, J. biol. Chemistry 121, 187 [1937]. 
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Unsere Untersuchungen!*.4 haben gezeigt, da8 auch aus histo- 
logisch normalen Gehirnen ebenso wie aus Gehirnen bei Leukodystrophie, 
Scholz, und anderen pathologischen Fiillen das gleiche papier- und diinn- 
schichtchromatographische Muster der Cerebrosid-schwefelsivreester 
erhalten wird, daB also ein Schwefelsiiureester vom Kerasin-Typ physio- 
logisch vorkommt. Da sich die Identitit im Falle des Cerebron-schwefel- 
siiureesters auch auf die Hydrolysenprodukte erstreckt, ist nicht anzu- 
nehmen, da8 eine genetisch bedingte Synthese unnatiirlicher Cerebrosid- 
schwefelsiureester zu ihrer Anhiufung bei der Leukodystrophie, Scholz, 
fiihrt. Die Speicherung beider Typen bedeutet vielmehr, da das Cere- 
brosidschwefelsiureester-abbauende Enzym, dessen gestérte Synthese 
als Ursache der Erkrankung diskutiert wird', in bezug auf den Fett- 
siiurerest substrat-unspezifisch ist. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir finanzielle, 
Frau Margarethe Sell-Mod1 und Fraulein Elisabeth Karg fir technische 
Unterstiitzung, Fraulein I. Kéhler und Herrn Priv.-Doz. Dr. E. Biekert vom 
Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, fiir ihre Hilfe bei Anfertigung und 
Auswertung der Infrarotspektren. Fiir die Uberlassung von Vergleichssubstanzen 
bedanke ich mich bei den Herren Professoren E. Klenk und H. E. Carter. 


Beschreibung der Versuche 


I. Trennung und Reinigung der Speichersubstanzen (Sulfatid A und B) 
bei der Leukodystrophie, Typ Scholz 
1. Verteilungschromatographie an einer Papierbogensaule 
Auf den oberen Querschnitt einer 0,58 kg schweren Grycksbo-Chromato- 
graphic-No.3-Papiersaule (ChroMax-Drucksaule*, Typ 3504), die sich in einem 
ars Mantel unter einem Druck von 0,6 kg com? befindet, wird die Lésung von 
150 mg Gehirn-Sphingolipoidfraktion c, des Pat. K.1a,4 (Leukodystrophie, Typ 
Scholz) in 10 m/ Methanol/Chloroform 2: 1 einsickern gelassen, mit 5 ml desselben 
Lésungsmittelgemisches nachgespiilt und mit 1,51 der Oberphase eines Lésungs- 
mittelgemisches von Isoamylalkohol/n-Butanol/Wasser 27: 0,8: 10 eluiert. Das 
Eluat wird bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 24 m//Stde. in 32-ml-Fraktionen 
aufgefangen. Nach dem Abdampfen der Lésungsmittel im Vak. werden die ein- 
zelnen Fraktionen papierchromatographisch auf Sulfatid A und B getestet und 
Frakt. 11—24 zur Gewinnung von A, Frakt. 26—40 zur Isolierung von B mit 
Methanol/Chloroform 2:1 zusammengespiilt. Nach Abdampfen des Spiilmittels 
erhalt man einen dunkelbraunen Riickstand, der mehrfach mit peroxydfreiem Ather 
digeriert wird. Ungelést bleiben 14 mg Rohsulfatid A und 10 mg Rohsulfatid B. 
Die Wiederholung des Verfahrens fiihrte zu insgesamt 38 mg Sulfatid A und 31 mg 
Sulfatid B. 


2. Gegenstromverteilung und weitere Reinigung 

38 mg Rohsulfatid A und 31 mg Rohsulfatid B werden getrennt in einer 
30stufigen Verteilungsbatterie nach Hecker (Vol. der Unterphase 10 m/l) mit 
77 Vol.-proz. Methanol/Tetrachlorkohlenstoff der Craig-Verteilung unterworfen. 
Die Gewichtsverteilungskurve von Sulfatid A ist zweigipflig (mit den Verteilungs- 
zahien G = 0,016 und 7,8), von Sulfatid B dreigipflig (mit den Verteilungszahlen 
G = 0,016, 0,68 und 11,5). Die papierchromatographische Uberpriifung der Frak- 
tionen ergibt, daB die Sulfatide die Verteilungszahlen G = 7,8 und 11,5 haben. 


* Hersteller: LKB-Produkter, Stockholm, Schweden; Vertrieb fiir Deutsch- 
land: Colora GmbH, Lorch/Wiirtt. 
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Entsprechend werden bei Sulfatid A und B die Substanzmengen aus Fraktion 
22—30 vereinigt und 22 mg A und 14 mg B erhalten. 

A wird in wenig heifem Eisessig suspendiert und zentrifugiert. Der Riickstand 
wiegt nach dem Waschen mit Ather und Aceton 14 mg. Substanz B wiegt nach dem 
Umkristallisieren aus wenig Chloroform/Methanol 9,8 mg. 

Mit den auf diese Weise gereinigten Substanzen werden alle folgenden Unter- 
suchungen vorgenommen. 


II. Analytische Untersuchungen an Sulfatid A und B 
1. Infrarotspektren 
Die Infrarotspektren der Sulfatide wurden mit einem Perkin-Elmer-Zwei- 
biindel-Infrarotspektrophotometer, Modell 21, aufgenommen. 300mg Kalium- 
bromid werden mit der Lésung der Substanzen in Chloroform/Schwefelkohlenstoff 
getrankt und nach Abdampfen des Lésungsmittels in iiblicher Weise zu durch- 
sichtigen Scheiben gepreBt. 


2. Zucker- und Aminozucker-Bestimmung 


a) Qualitativ: Je 300 y Sulfatid A und B und als Vergleich 300 y eines 
Gangliosidpraparates!® werden zur Priifung auf Aminozucker mit 70 mm® 
7n HCl im zugeschmolzenen Réhrchen 4 Stdn. auf 100° erhitzt. Zur Priifung auf 
Zucker werden je 200 y Sulfatid A und B und als Vergleich 200 y reines Cerebron!? 
mit 50 mm® dest. Wasser bei 100° angequollen und dann mit 50 mm® 20proz. Salz- 
sdure im geschlossenen Réhrchen 30 Min. auf 100° erhitzt. Die Hydrolysate werden 
mit Wasser verdiinnt. Das Ungeléste wird abfiltriert, die Saure im Filtrat mit 
Amberlite XE 58 (OH-Form) abgestumpft und das klare Filtrat (vom gut nach- 
gewaschenen Ionenaustauscher) so stark eingeengt, da die Halfte am Startpunkt 
fiir die Papierchromatographie aufgetragen werden kann. Die Hydrolysate werden 
horizontal (im Chromatographiergerat nach GraBmann-Strobel's’) auf What- 
man-No. 1-Papier mit wassergesatt. Kollidin!® (Laufstrecke 33 cm bei einer Laufzeit 
von 42 Stdn. bei 20°) chromatographiert. Nach Sichtbarmachen der Zucker mit 
ammoniakalischer Silbernitratlésung erhalt man folgendes Ergebnis: 











Testsubst. (je 10) |Galaktosamin| Glucosamin | Galaktose Glucose 
Re: Werld. . 3... 0,41 0,45 0,51 0,58 
Gangliosides... . + = ae ti 
Gerepnan. 2 2. « — — 4. —_ 
Sulfatid A. ...... — — L = 
Sulfatid BB. ..... _ — + = 














Zur vergleichenden Absorptionsmessung wurden die Spektren der gefairbten 
Umsetzungsprodukte von 230 y Sulfatid A, 250 y Sulfatid B und 50 y Galaktose 
mit Resorcin-Schwefelsiure® zwischen 360 und 560 mu im Zeiss-Spektralphoto- 
meter PMQ II in einer 1-cm-Kiivette gemessen. 

b) Quantitativ: Die quantitative Zuckerbestimmung nach homogener Hy- 
drolyse®® mit Athanol/Chloroform/konz. Salzsiure (100—200 y Substanz in je 1 ml 
des Lésungsmittelgemisches 4 Stdn. bei 58") erfolgt kolorimetrisch mit Orcin- 





16 FE. Klenk, diese Z. 273, 76 [1942]. 

17 K. Klenk u. F. Leupold, diese Z. 281, 208 [1944]. 

18 R. Strobel, Dissertat. Miinchen 1957; Hersteller: Firma Bender & Hobein, 
Miinchen. 

19 §. M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 

20 N.S. Radin, J. R. Brown u. F. B. Lavin, J. biol. Chemistry 219, 977 
[1956]. 
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Schwefelsiure in der Variation von Svennerholm?!, Als Eichkurve dient fiir 
Sulfatid A reines Cerebron!’ (etwa 10, 20 und 30 y Galaktose entsprechend), fiir 
Sulfatid B und die ,,Kerasin-Fraktion“ in gleicher Weise synthetisches Kerasin* 
(vgl. dazu S. 145). 


3. Sphingosin-Nachweis 

Je 150 y Sulfatid A und B und als Vergleich Cerebron!’ und 70 y Triacetyl- 
sphingosin®3 werden im geschlossenen Rohrchen mit je 40 mm* 10 (Gew.-)proz. 
methanolischer Schwefelsaure** 8 Stdn. im siedenden Athanolbad erhitzt. Der 
Réhrcheninhalt wird nach Zugabe von Wasser und Petrolather mit einer Injektions- 
spritze quantitativ in Erlenmeyer-K6lbchen von 1 ml Inhalt iibergefiihrt. Hier 
durchmischt man die waBr. Phase mit Petrolather und hebert die Oberphase ab. 
Fir Durchmischen und Abhebern werden Tropfpipetten mit Gummiball benutzt. 
Diese Prozedur wird noch zweimal wiederholt. SchlieBlich wird der mit Natronlauge 
alkalisch gemachten waBr. Phase das Sphingosin durch dreimaliges Durchmischen 
mit Ather und Abhebern der Oberschicht entzogen, die atherische Loésung mit 
Kaliumcarbonat getrocknet und der nach Abdampfen des Athers erhaltene Riick- 
stand aufsteigend auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b Mgl mit der Oberphase 
des Systems Butanol/Ameisensaure/Wasser 12: 1 : 7°° chromatographiert. In allen 
Fallen erhalt man eine einzige ninhydrinpositive Substanz vom Ry-Wert 0,80. 


4. Bestimmung der Fettsauren 


a) Fettsiure-methylester: 270 y Sulfatid A bzw. 300 y Sulfatid B werden 
mit 30mm* 10proz. methanolischer Schwefelsiure — wie oben beschrieben — 
hydrolysiert. In die gedffnete Ampulle gibt man mit einer Injektionsspritze absol. 
Ather, bis eine klare Lésung entsteht, fiigt in gleicher Weise methanolische Kali- 
lauge hinzu, bis eine Probe auf angefeuchtetem Universal-Indikator-Papier 
,,Merck“ ein po von 5 ergibt und zentrifugiert. Ein Drittel der iiberstehenden 
Losung wird mit einem Schmelzpunktréhrchen strichformig (ungefahr 1 cm Lange) 
auf eine mit Athylendichlorid vorgewaschene Kieselgel-G-Diinnschichtplatte auf- 
getragen (vgl. dazu Abb. 3, die auch iiber die verwendeten Testsubstanzen, ihre 
Menge und die Ry-Werte Auskunft gibt). Der Cerebronsiure-methylester (Schmp. 
58°; Lit.: 65923; 58—59°?) wurde aus Cerebronséure?’? mit Diazomethan dar- 
gestellt. 

Die Lipoidflecke bei diesen und allen folgenden Diinnschichtchromatogrammen 
werden mit einer Sprithlésung von 50 mg Bromthymolblau und 1,24 g Borsaure in 
8 ml 1n NaOH und 112 mi dest. Wasser oder von 40 mg Bromthymolblau in 100 mi 
0,01n NaOH sichtbar gemacht1!. Dabei erscheinen sie ockergelb auf blauem Unter- 
grund, der bald zu schwach-gelb verbla8t. Die Lipoide bleiben dabei sichtbar und 
treten noch starker hervor, wenn man die Platten in eine Ammoniak-Atmosphire 
bringt (Farbumschlag nach blau!). Die unterste Nachweisgrenze fiir die meisten 
Lipoide liegt bei etwa 0,1—1 y. 


b) Freie Fettsiuren: Zur Hydrolyse in der beim Sphingosin-Nachweis be- 
schriebenen Weise werden etwa 50 mm® 10proz. methanolische Schwefelséure auf 
600 y Sulfatid angewandt. Dem wasserverdiinnten Hydrolysat werden mit der 
beim Sphingosin geschilderten Pipettentechnik die Fettsiure-methylester durch 
Ather entzogen. Sie werden durch 75 Min. langes Erwarmen auf 73° mit 100 mm* 
einer 2,5 proz. Natriumathylatlésung*™ verseift. Nach dem Ansauern mit verd. Salz- 
siure werden die freien Fettséuren mit Chloroform durchmischt, die Chloroform- 


21: L. Svennerholm, J. Neurochemistry 1, 42 [1956]. 

22 KH. Klenk u. R. Harle, diese Z. 189, 243 [1930]. 

23K. Thomas u. H. Thierfelder, diese Z. 77, 511 [1912]. 

24H. Thierfelder, diese Z. 44, 366 [1905]. 

25 H. Jatzkewitz, diese Z. 292, 94 [1953]. 

26 K. Mislow u. S. Bleicher, J. Amer. chem. Soc. 76, 2825 [1954]. 
27 E. Klenk, diese Z. 166, 268 [1927]. 
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lésung nach viermaligem Waschen mit Wasser abgedampft und die zuriickblei- 
benden freien Fettsiuren chromatographiert. Es werden erhalten: 








aus 1,42 mg Sulfatid A 0,675 mg Fettsiurefraktion (= 117% d. Th.) 

aus 0,71 mg Sulfatid A’ 0,298 mg Fettsaurefraktion (= 104° d. Th.) 

aus 0,410 mg Sulfatid B 0,180 mg Fettsaurefraktion (= 114°, d. Th.) 
(1. Aufarbeitung) 

aus 0,593 mg Sulfatid B 0,244 mg Fettsiurefraktion (= 107°, d. Th.) 
(2. Aufarbeitung) 

aus 1,5 mg Sulfatid B 0,509 mg Fettsiurefraktion (= 89° d. Th.) 
(3. Aufarbeitung) 

aus 3,1 mg ,,Kerasin-Fraktion“ 

(Vgl. S. 138) 2,16 mg Fettsiurefraktion (= 151% d. Th.) 


Die hohen Fettsiureausbeuten sind mit Ausnahme bei der Kerasin-Fraktion, 
die anderweitig, diinnschichtchromatographisch nicht nachweisbar verunreinigt zu 
sein scheint, wahrscheinlich neben anorg. Salzen auf einen gewissen Sphingosin- 
gehalt zuriickzufiihren (vgl. nachsten Abschnitt). Die Fettsiuren kénnen durch 
Lésen in Chloroform/Petrolither 1 : 1 weiter gereinigt werden. 


«) Dinnschichtchromatographie der Fettsaiurefraktion aus Sul- 
fatid Aund A’: Je 10 y Fettsaurefraktion aus Sulfatid A und A’ und als Ver- 
gleich je 10 y Cerebronsiure®’, «-Hydroxy-stearinsiure?? (die im Riickenmark- 
Cerebron zu 25%, enthalten sein soll?*) und Stearinséure werden in je 1 cm langen 
Strichen als Startlinie auf eine Kieselgel-G-Diinnschichtplatte aufgetragen. Mit 
Chloroform, das 4 Vol.-°;, Eisessig enthalt, lassen sich nach dem Bespriihen mit al- 
kalischer Bromthymolblau-Lésung folgende Rp-Werte ablesen: 





Cerebronsdure | a-Hydroxy-stearinsiure | Stearinsiure 














Vergleichs- 

substanzen —- 0,31 0,27 (0,76) 0,70 
Sulfatid A 0 0,29 — (0,67) 
Sulfatid A’ 0 0,30 — (0,72) 


Die Substanz vom &y-Wert 0 ist wahrscheinlich Sphingosin. Die Substanzen 
mit den héheren Ry-Werten scheinen bei Verseifung und Aufarbeitung aus den 
a«-Hydroxy-fettsiure-estern zu entstehen, da sie auch aus dem Verseifungsprodukt 
des reinen «-Hydroxy-stearinsiure-methylesters erhalten werden. 


Bf) Papierchromatographie der Fettsaurefraktion aus Sulfatid 
B und der ,,Kerasinfraktion‘: Die Horizontal-Papierchromatographie der 
Fettsauren wird in Anlehnung an Kaufmann und Nitsch®® im Gerat von GraB- 
mann und Strobel!® an undecan-impragniertem Schleicher & Schiillpapier Nr. 
2043b (108 mg Undecan/g Papier) durchgefiihrt. Wahrend des Abdampfens des 
zunachst in groBem Uberschuf vorhandenen Undecans mit einem Raumlufter- 
hitzer wird auf die Mitte der Startlinie punktférmig eine Testmischung von 30 y 
Lignocerinsaure, 30 y Behensaure, 20 y Stearinsiure und 20 y Palmitinséure (1 mg 
der Mischung in 500 mm* Chloroform/Undecan 8: 2), auf die eine Seite die gleiche 
Menge der unhydrierten Fettsaurefraktion, auf die andere die entsprechende hy- 
drierte in derselben Lésungsmittelkonzentration aufgetragen. 


*8 Aus dem Methylester (S. Bergstrém, G. Aulin-Erdtmann, B. Ro- 
lander, E. Stenhagen u. 8. Ostling, Acta chem. scand. 6, 1157 [1952]) durch 
alkal. Verseifung wie im Abschnitt 4b. 

29 V. P. Skipski, 8S. M. Arfin u. M.M. Rapport, Arch. Biochem. Bio- 
physics 82, 487 [1959]. 

30 H. P. Kaufmann u. W. H. Nitsch, Fette Seifen einschl. Anstrichmittel 
56, 154 [1954]. 
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Die Hydrierung (100—300 y Substanz in 100 mm* Eisessig mit etwas PtO, 
ais Katalysator) wird bei 37° im Warburg-GefaB vorgenommen. 

Nach 2stdg. Ausgleichen und 16—22stdg. Laufzeit mit 93proz. undecan- 
gesitt. Essigsiure bei 36—38° werden die Fettsiuren durch Umwandlung in 
Kupfer-hexacyanoferrat(II)-komplexe sichtbar gemacht und auf dem Papier 
quantitativ bestimmt!*. Dazu wird die Absorption bei 490 my im Chromatogramm- 
zusatz zum Zeiss-Spektralphotometer PMQ II gemessen und die Kurvenflache der 
zu untersuchenden Fettsaure in Beziehung zur Kurvenflache der entsprechenden 
Testsubstanz gesetzt. In der Tabelle, S. 146, sind die auf diese Weise erhaltenen 
Werte zusammengestellt. 

Folgende technische Schwierigkeiten treten bei der Chromatographie dieser 
C,,-Fettsaiuregemische auf: 

1. Bei hoher Beladung ist der Trenneffekt schlechter. Bei geringer Beladung 
ist die Trennung gut, aber die quantitative Bestimmung der in niedrigerer 
Konzentration vorhandenen Fettsaure ist ungenauer (Stérung durch Pa- 
pierblindwert). Darum ist die Berechnung des Anteils von ungesattigten 
C,,-Fettséuren aus dem Lignocerinsiure-Zuwachs nach der Hydrierung 
besser als aus der ,, Behiensaure‘‘-Abnahme. 

2. Von der Hohe des Palmitinséure-Ry-Wertes ab wird die Untergrundfar- 
bung des Papiers so stark, da8 die Palmitinsauremenge nur noch geschatzt 
werden kann. Sie liegt sicher unterhalb des Stearinséure-Anteils, wiirde 
aber bei Beriicksichtigung die auf dem Papier meBbare Fettsiuregesamt- 
ausbeute etwas erhdhen. 

Aus den angefiihrten Griinden werden die Ergebnisse aus der 1. Aufarbeitung 

von Sulfatid B nur qualitativ gewertet. 

In der Kerasin-Fettsaurefraktion tritt neben der ungesattigten C,,-Fettsiure 
vom Ry-Wert der Behensiure in 12—18 proz. Menge eine unidentifizierte ungesat- 
tigte Fettsiure vom Ry-Wert 0,35 auf. Der Absorptionskurvenverlauf der hydrier- 
ten Lignocerinsaure aus der gleichen Fraktion schlieBt nicht aus, daB sie noch etwas 
Behensaure enthilt. 

Zur quantitativen C,,-Fettsiurenbestimmung auf Papier kann abschlieBend gesagt 
werden, daB gréBere Streuungen in den Werten nicht zu vermeiden sind, doch sind 
die Effekte und ihre GréBenordnungen gut reproduzierbar. 


5. Phosphatbestimmung 
Die Phosphatbestimmung nach Veraschung der Proben mit Schwefelsaure/ 
Salpetersdure*! erfolgt nach Martin und Doty* durch Absorptionsmessung der 
mit Isobutanol/Benzol extrahierten Phosphomolybdansaure in einer 1-cm-Kiivette 
bei 740 my im Zeiss-Spektralphotometer PMQ II. Es werden Doppelbestimmungen 
mit je 100 y Sulfatid A und 100 y Sulfatid B ausgefiihrt. 


III. Sulfurierung!® von Cerebron und Kerasin 
Als Ausgangsmaterial wurde ein reines Cerebron-Praparat!’ von Prof. Klenk 
verwandt. Das Kerasin wurde auf dem schon bekannten Weg Rohcerebron!’ 
Entacylierung*®* Reacylierung** Sy gee . 0 
mit Fa(OB), Kerasin (Schmp. 180°) dargestellt. 





— Psychosin 








mit Lignocery.chlorid 

Beide Praparate waren diinnschichtchromatographisch (vgl. den nachsten Ab- 
schnitt) einheitlich. 

5 mg Cerebron (5 mg Kerasin) werden in einem 0,8-ml-Schliffzentrifugen- 
glaschen unter gelindem Erwarmen in 45 mm Pyridin gelést. Zur Lésung werden 
bei —12° 1,17 mg Chlorsulfonséure hinzugefiigt. Man benutzt dazu eine 1-ml-Glas- 
Injektionsspritze, deren Nadel aus V2A-Stahl so gewahlt ist, daB sie beim Ein- 


81 T, Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 
32 J. B. Martin u. D. M. Doty, Analytic. Chem. 21, 965 [1949]. 
33 H. E. Carter u. Y. Fujino, J. biol. Chemistry 221, 879 [1956]. 
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tauchen in eine 2 mm dicke Schicht von Chlorsulfonsiure durch Kapillaraszension 
und Adhasion die genannte Menge enthalt. Die Spitze der so praparierten Kaniile 
wird direkt in die Pyridinlésung getaucht, wahrend gleichzeitig etwas von der im 
Zylinder enthaltenen Luft durch sie gepreBt wird (zur Bestimmung der Chlorsulfon- 
siure-Menge wird statt der Pyridinlésung eine konz. Ammoniaklésung gleichartig 
behandelt und nach Abdampfen des Wassers das gebildete Ammoniumchlorid und 
-sulfat gewogen). Das verschlossene ReaktionsgefaB wird in der Kochsalz-Eis- 
Mischung stehen gelassen, bis die Temperatur des Kiihlmittels auf 0° angestiegen 
ist und dann 2 Stdn. auf 38° erwarmt. Danach werden zum Reaktionsgemisch 
400 mm® Aceton hinzugefiigt. Der ausfallende Niederschlag wird abzentrifugiert 
und noch zweimal in gleicher Weise mit Aceton behandelt. Der Riickstand (5,7 mg) 
wird in 250 mm® Athanol in der Warme gelést und die Lésung von dem bei 20° 
ausfallenden Niederschlag abzentrifugiert. Aus der athanolischen Lésung wird das 
cerebrosid-schwefelsaure Kaliumsalz durch vorsichtige Zugabe (py ~ 6,8) von 
alkoholischer Kalilauge gefallt. Ausb. 1,89 mg aus Cerebron bzw. 0,96 mg aus 
Kerasin. 

Der Riickstand wird in Methanol/Chloroform 2:1 unter schwachem Erwar- 
men suspendiert. Von der iiberstehenden Lésung werden 50 y des Préparates aus 
Cerebron bzw. 100 y des Praparates aus Kerasin (berechnet auf Lésung und 
Niederschlag) diinnschicht-chromatographiert. 

Die Diinnschichtchromatographie cerCerebroside, ihrer Schwefel- 
siureester und Sulfurierungsprodukte erfolgt in Anlehnung an Weicker*™ 
in der bei Abb. 4 beschriebenen Weise. 


Zusammenfassung 


Die Cerebrosid-schwefelsiiureester aus normalen und pathologisch 
veriinderten menschlichen Gehirnen geben im Papierchromatogramm 
zwei Flecken, die bei der Leukodystrophie, Typ Scholz, einer Cerebrosid- 
schwefelsiureester-Speicherkrankheit, stark vermehrt sind. Die den 
beiden Flecken entsprechenden Speichersubstanzen wurden durch Ver- 
teilungschromatographie an einer Papierbogensiiule (ChroMax-Druck- 
siiule) getrennt und durch Gegenstromverteilung gereinigt. Vergleichende 
infrarot-spektroskopische Studien und mikrochemiscae Untersuchungen 
der hydrolytischen Abbauprodukte ergaben, da der einzige Unter- 
schied zwischen beiden Substanzen in der Fettsiiurekomponente bestand. 
Das Sulfolipoid mit dem niedrigeren Rr-Wert lieferte Cerebronsiure 
(x-Hydroxy-n-tetracosansiiure), das mit dem héheren  Lignocerin- 
siure (n-Tetracosansiiure) und in viel geringerer Menge wahrscheinlich 
Nervonsiiure (A)°-Tetracosensiure) neben Fettsiuren vom Rr-Wert der 
Behen-, Stearin- und Palmitinsiure. Ihre Stammsubstanzen sind der 
schon bekannte Cerebron-schwefelsiureester und der bisher noch un- 
bekannte Kerasin-schwefelsiureester (neben den anderen entsprechenden 
Homologen). 

Der Unterschied in den Rr-Werten war demnach durch die x-Hy- 
droxylgruppe der Fettsiiurekomponente bedingt. Davon ausgehend, 
wurde eine Trennung der Cerebroside und ihrer Schwefelsiiureester vom 
Cerebron-Typ von denen des Kerasin-Typs durch Kieselsiure-Diinn- 
34H. Weicker, Klin. Wschr. 37, 763 [1959]. 

10* 
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schicht-Chromatographie erzielt. Mit dieser Methode konnten die durch 
Analyse erhaltenen Befunde auch durch Synthese bestiitigt werden: Bei 
der Sulfurierung von Cerebron und Kerasin mit Chlorsulfonsiure in 
Pyridin entstanden Substanzen mit den Ry-Werten der entsprechenden 
Schwefelsiiureester. 

Da sich die Cerebrosid-schwefelsiiureester aus normalen und patho- 
logischen Gehirnen papier- und diinnschichtchromatographisch identisch 
verhalten, ist anzunehmen, daB die gleichen Cerebrosid-schwefelsiure- 
ester-Typen auch im Normalgehirn vorkommen. Fiir Cerebron-schwefel- 
siiureester wurde das bewiesen. 


Summary 


The cerebroside sulphuric esters from normal and pathologically 
changed human brains separate into two spots on paper chromatograms. 
In leucodystrophy (Scholz’ type), a cerebroside sulphuric ester storage 
disease, the intensity of the spots is markedly increased. The storage 
substances corresponding to these two spots were separated by partition 
chromatography on a chromatopack (ChroMax pressure .column). and 
purified by counter current distribution. Comparative infra red spetro- 
scopic studies and the microchemical investigation of the hydrolytic 
degradation products showed that the only difference between the two 
substances lay in the fatty acid component. The sulpholipid with the 
lower Ry value gave cerebronic acid («-hydroxy-n-tetracosanoic acid): 
that with the greater Ry value gave lignoceric acid (n-tetracosanoic acid) 
and probably, in much smaller quantity, nervonic acid (n-tetracos-15- 
enoic acid), together with fatty acids with the same Rr values as behenic, 
stearic and palmitic acid. Their precursor substances are phrenosine 
sulphuric ester, which is already known, and the hitherto unknown 
cerasine sulphuric ester (together with the other corresponding homo- 
logues). 

The difference in Ry» values was thus caused by the hydroxyl group 
of the fatty acid component. This difference permitted the separation, 
by thin layer chromatography, of the cerebrosides and their sulphuric 
esters of the phrenosine type from those of the cerasine type. Using 
the thin layer technique, analytical results could also be confirmed by 
synthesis: the sulphonation of phrenosine and cerasine with chloro- 
sulphonic acid in pyridine gave substances with the same Rr values as 
the corresponding sulphuric esters. 

Since the cerebroside sulphuric esters from normal and pathological 
brains behave identically in paper and thin layer chromatography, 
they are supposedly of the same type. This has been confirmed for 
phrenosine sulphuric ester. 


Doz. Dr. H. Jatzkewitz, Deutsche Forschungsanstalt fiir Psychiatrie, 


Miinchen 23, KraepelinstraBe 2. 











Bd 


ku 
thi 


die 

vor. 
disk 
eign 
suck 
eine 


ami 
Es h 
Fern 
auch 


wah 
dem 

einzi, 
diese 
gleicl 





4 
1 


Bd. I] 


3 
(1951) 
4 


325 [1 
5 

1959. 
6 


202. [ 
Poultr 
7 





Bd. 320 (1960) 149 


Zur Biochemie der Knochenauflisung, | 
Lond 


KinfluB des Carboanhydratase-Inhibitors 2-Acetamino-1.3.4- 
thiodiazol-sulfonamid-(5)(Diamox*) auf den Calciumstoff- 
wechsel von Legehennen 
Von 
P. Siegmund und H.-J. Dulce 
Aus dem Physiologisch-Chémischen Institut der Freien Universitaét Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. Ur. rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1960) 


Vor der Kenntnis von Chelatbildnern fiir Calcium stellte man sich 
die Auflésung von Knochenmineral durch eine lokale Ansiuerung 
vor. Ein derartiger Mechanismus der Knochenresorption wurde daher 
diskutiert!. Da man eine Wasserstoffionen-Sekretion in vivo durch ge- 
eignete Inhibitoren hemmen kann, schien uns diese Vorstellung bei Ver- 
suchstieren, bei denen eine sehr rasche Knochenresorption erfolgt, 
einer experimentellen Priifung zugiinglich. 

Als Inhibitor benutzten wir 2-Acetamino-1.3.4-thiodiazol-sulfon- 
amid-(5) (Diamox), das von Roblin und Clapp? synthetisiert wurde. 
Es hemmt bekanntlich die Siuresekretion in Niere* und Magen! und das 
Ferment Carboanhydratase (CAH). In der Magenschleimhaut hemmt es 
auch den Cl°-Flux°. 

Die schnellste Auflésung von Knochenmineral kommt bei Végeln 
wiihrend der Eischalenbildung vor, da 50 bis 65°, des Schalencalciums 
dem Skelet entnommen werden®. Eine Legehenne deponiert in einer 
einzigen Eierschale etwa 2 g Calcium als Calciumcarbonat. Die Bildung 
dieser Eierschale erfolgt innerhalb von 17 Stunden und zwar ziemlich 
gleichmaBig’. Ernihrt man eine gute Legehenne praktisch calciumfrei, 


* Warenzeichen der Fa. Lederle Arzneimittel. 

1 F.Weidenreich, ,,Handbuch der mikroskopischen Anatomie des Menschen, 
Bd. IT/2, 8. 465, Springer-Verlag, Berlin 1930. 

2 R. O. Roblin u. J. E. Clapp, J. Amer. chem. Soc. 72, 4890 [1950]. 

3 R. W. Berliner, T. J. Kennedy, jr., u. J. Orloff, Amer. J. Med. 2, 274 
[1951]. 

4H. D. Janowitz, H.Colcher u. F. Hollander, Amer. J. Physiol. 171, 
325 [1952]. 

5 H. Netter, Theoretische Biochemie, 8. 727, Springer-Verlag, Heidelberg 


®° R. H. Common, J. agric. Sci. 38, 213 [1943]; C. Tyler, Biochem. J. 34, 
202. [1940]; J.R.Jowsey, M.R. Berlie, J.W.P.Spinks u. J. B. O'Neil, 
Poultry Sci. 85, 1234 [1956]. 

* B. R. Burmester, J. exp. Zoology 84,445 [1940]. 
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so legt sie dennoch einige Kier von normaler Schalendicke’, entnimmt also 
dann ihrem Skelet sogar 2 g Calcium in 17 Stunden. Nach Polin und 
Sturkie® ist wihrend der Bildung der Kierschale das ionisierte Calcium 
im Plasma zwar von 7,1 -+- 0,2 auf 6,5 + 0,2 mg% gesunken, liegt aber 
noch erheblich iiber dem ionisierten Plasma-Calcium von 4,3 +. 0,3 mg%, 
bei parathyreoidektomierten Hennen. Da nur bei parathyreoidekto- 
mierten Tieren so niedrige Plasma-Calciumwerte bestehen, wie sie der 
bloBen Siittigung des Plasmas mit dem Knochenmineral entsprechen, 
erzeugt die Bildung der EKierschale keine Untersittigung, vielmehr muB 
man den Calciumentzug aus dem Skelet als eine spezifische Leistung 
bestimmter Knochenzellen (Osteoklasten) verstehen. 

Das Gesamt-Calcium im Plasma ist bei Hennen wiihrend der 
Legezeit, wie schon Riddle und Reinhart?® feststellten, betrichtlich 
erhéht und betrigt 20 bis 30 mg%. Die Aufrechterhaltung dieses hohen 
Plasma-Calciumwertes trotz der gleichzeitigen Calciumabgabe des 
Plasmas an die Schalendriise setzt eine erhebliche Geschwindigkeit der 
Knochenresorption voraus. Wenn nun einer Sauresekretion bei der Auf- 
lésung von Knochenmineral eine Bedeutung zukommt, sollte durch 
Inhibitoren unter geeigneten Versuchsbedingungen eine Erniedrigung 
dieser Plasma-Calciumwerte zu erreichen sein. Durch CAH-Inhibitoren 
wird aber auch die Dicke der Eierschalen erheblich herabgesetzt, wie 
erstmalig Benesch und Mitarbeiter™ bei Verabreichung von Sulf- 
anilamid an Legehennen feststellten. Da die Schale des Vogeleies 
aus Calciumcarbonat besteht und die Schalendriise erhebliche Mengen 
CAH enthilt!?, zeigt dieser Befund, daB die fermentative Beschieuni- 
gung der Reaktion CO, + H,O2H,CO, fiir die Eierschalenbildung 
notwendig ist. CAH-Inhibitoren verringern also den Calciumentzug 
durch die Schalendriise. Dieser Effekt kénnte eine weitere Erhéhung 
des Plasma-Calciums bewirken und den Einflu8 des Inhibitors auf 
die Knochenresorption maskieren, aber nicht vortiiuschen. 


Wir bestimmten den Einflu8 von Diamox auf das Plasma-Calcium 
von Legehennen. Sein Einflu8 auf die Schalendicke ist bekannt?*. 


Um die Deutung der beobachteten Wirkung zu sichern, bestimmten 
wir auch Plasma-Eiweif und -Alkalireserve und das Gesamt-Calcium der 
Eierschalen. Ferner untersuchten wir in einem anderen Versuch den 
EinfluB einer durch Ammoniumchloridgaben erzeugten Acidose auf diese 
Werte und bestimmten auch die Wirkung von Diamox auf die Knochen- 


8 T.G. Tyler u. J. H. Moore, Biochem. J. 60, XXVI [1955]. 

® D. Polin u. P. D. Sturkie, Endocrinology 60, 778 [1957]. 

10 Q. Riddle u. B. H. Reinhart, Amer. J. Physiol. 76, 660 [1926]. 

11 R. Benesch, N.S. Barron u. C. A. Mawson, Nature [London] 158, 138 
[1944]. 

122 R. H. Common, J. agric. Sci. 31, 412 [1941]. 

13 A.L.Mehring, jr., H. W. Titus u. J. H. Brumbaugh, Poultry Sci. 34, 
1385 [1955]. 
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phosphatase in vitro, da Sulfonamide auch Phosphatasen hemmen 
kénnen!4, 


Beschreibung der Versuche 


Versuchstiere: Wir verwendeten junge Leghornhennen, die schon einige 
Wochen vor Beginn der ersten Legeperiode in Batterien eingestallt wurden. Sie 
erhielten ein kaufliches Standardfutter fiir Legehennen. Das Blut entnahmen wir 
durch Punktion der Fliigelvenen und machten es durch Heparinzusatz ungerinnbar. 
Das Plasma wurde durch sofortiges Zentrifugieren gewonnen. Diamox verabfolgten 
wir in waBr. Suspension, Ammoniumchlorid als waBr. Lésung mit der Schlundsonde. 


Calciumbestimmung im Plasma: Das Calcium wurde in 0,1]0-ml-Proben 
bestimmt, und zwar in einer Mikromodifikation der von Elliott!® angegebenen 
direkten Titration mit Athylendiamin-tetraacetat (EDTA) ohne vorherige Fallung. 
Als Indikator benutzten wir Murexid. (0,10 m/ Plasma, 9,5 ml bidest. Wasser, 
2,0 ml etwa In NaOH, 0,3 ml Murexid [15 mg/50 m/] in Kiivetten von 4,0 cm 
Schichtdicke). 


Den Farbumschlag bestimmten wir im Eppendorf-Photometer (Cd-Lampe, 
480 mu). Nach Zugabe von jeweils 20 ul 0,0025m EDTA-Lésung mit dem Mikro- 
dosimeter (Fa. Dr. Ingold) wurde die Extinktion gemessen. Den Aquivalenzpunkt 
ermittelten wir graphisch. Jeden Tag wurde ein Leerwert bestimmt, der von den 
MeBergebnissen abgezogen wurde. 


Calciumbestimmung inden Eierschalen: Die Eierschalen wurden innen 
und auBen mit bidest. Wasser gewaschen und in 50,0 m/ etwa 2” HCl und 30,0 ml 
25proz. Trichloressigsiure gelést. Die Lésung wurde auf 250,0 ml aufgefiillt, ein 
Teil davon zentrifugiert und die Titration in 1,0 ml (nach Zusatz von NaOH und 
Murexid) mit 0,0lm EDTA-Lésung nach Schwarzenbach!® durchgefiihrt. 


Die Eiwei8bestimmung im Plasma erfolgte nach der Biuret-Methode!’. 


Die Alkalireserve bestimmten wir unter Verwendung von 0,5 m/l Plasma 
manometrisch!*. 


Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde nach Kay!® be- 
stimmt. Sofort und nach Inkubationszeiten von 20 Min. und 1 Stde. wurden 2,0 ml 
des Ansatzes in 2,0 ml 20proz. Trichloressigséure pipettiert. Nach Abzentrifugieren 
des EiweiBes entnahmen wir vom Uberstehenden jeweils 2,0 ml zur P-Bestimmung 
nach Fiske und Subbarow. Die Differenz der P-Werte zeigt die Phosphatase- 
Aktivitét an. Knochenphosphatase stellten wir aus Kaninchenknochen nach 
Robison und Martland her?®. 


In den Tabellen sind die Mittelwerte mit ihren absoluten mittleren Fehlern 
angegeben. Die Signifikanz D zum Vergleich mit der Vorperiode ist nach der Formel 


M,—M, 
= ermittelt. 
Voi + 03 





D 


14 G. Blum, Lancet 1944 ii, 75. 

15 W.E. Elliott, J. biol. Chemistry 197, 641 [1952]. 

16 G. Schwarzenbach, Die komplexometrische Titration, Verlag Ferdinand 
Enke, Stuttgart 1957. 

17 T. E. Weichselbaum, Amer.J.clin. Pathol. (Techn. Sect.) 10, 40 [1946]. 

18 F. Kubowitz, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 11, 9 [1956]. 

_ 19 H. D. Kay, Biochem. J. 20, 791 [1926]. 

20 R. Robison, in E. Bamann u. K. Myrback, Methoden der Ferment- 

forschung, Bd. II, 8. 1659, Verlag G. Thieme, Leipzig 1941. 
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Ergebnisse 


Wiihrend der unbeeinfluBten Legeperiode, die als Vorperiodc 
gerechnet wurde, fanden wir bei 5 bis 8 Hennen zu verschiedenen 
Jahreszeiten Plasma-Calciumwerte, deren Mittelwerte nur zwischen 
23,0 und 25,1 mg® mit einem absoluten mittleren Fehler von + 0,6 
bis 0,9 mg®% schwankten (Tab. 1, 3 und 4). 


Tab. 1. EinfluB von Diamox auf das Plasma-Calcium und Plasma-EiweiB bei 
Legehennen. 
(Die angegebenen Signifikanzen beziehen sich bei allen Tabellen auf den Vergleich 
mit der Vorperiode.) 





. d Nach 5 Tagen Diamox 
Huhn Vorperiode Diamox 60 mg/Tag 
Nr. 30 mg/Tag ? 
29. 9. 58 1. 10. 58 6.10. 58 7.10.58 | 8.10.58 





Plasma-Calcium in mg% 
5 /O 

















I 19,0 24,5 25,3 24,6 22,8 
Ill 21,6 27,7 27,6 21,1 14,5 
Vi 21,3 22,7 21,7 18,3 16,4 
VII 21,6 23,5 19,8 16,0 14,1 
IX 25,3 25,5 14,9 15,1 14,8 
XIII 22,5 24,2 26,6 20,1 15,5 
XIV i 22,2 25,5 17,8 16,7 17,9 
M 23,4 + 0,6 21,9+1,8 | 18,8+4+1,3 | 166+ 1,1 
D 0,79 3,24 5,44 
Plasma-EiweiB in % 
I 3,84 4,77 4,93 4,35 4,36 
III 4,52 4,28 4,44 4,05 3,90 
VI 4,23 4,86 4,70 4,57 4,08 
Vil 4,75 4,54 4,53 4,00 3,99 
IX 5,03 4,42 3,48 3,12 3,30 
XIII 5,12 4,79 4,72 4,11 3,90 
XIV 5,28 4,54 4,67 4,53 4,43 
M 4,64 + 0,10 4,50 + 0,18 | 4,10 + 0,18 | 3,98 + 0,13 
D 0,67 2,57 4,12 





Parallel dazu erhielten wir Mittelwerte des Plasma-EiweiBes von 
4,64 bis 5,11% mit einem absoluten m‘ttleren Fehler von + 0,1 bis 0,17. 

Die Alkalireserve im Plasma betrigt normalerweise 58,1 + 1,2 
Vol.-% (Tab. 3). 

Mit jeder Eierschale hatten die Hennen im Durchschnitt 1,86 bis 
1,89 g Calcium ausgeschieden (Tab. 2). Simtliche Hennen legten regel- 
miabig. 

Nach fiinftigiger Verabfolgung von tiglich 30 mg Diamox beobach- 
teten wir keine signifikante Anderung der Plasma-Calcium- und Plasma- 
EiweiBwerte, wohl aber bereits nach 1 x 30 mg Diamox eine signifikante 
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Abnahme des mit der Eierschale ausgeschiedenen Calciums auf im Mittel 
0,93 g und nach 3 x 30 mg auf im Mittel 0,57 g. 


Tab. 2. EinfluB von Diamox auf das Gesamt-Calcium in den Eierschalen 
(Angaben in g). 


























i. Vorperiode Diamox 30 mg/Tag Foe g 
INT. 
27. 9. | 29.9. | 1. 10. | 2. 10. | 3. 10. | 4. 10. | 5. 10. | 6. 10. | 7. 10. | 8. 10. 
I 1,70 o— — 1,54 | 0,70 | 0,44 | 0,44 — 1,48 | 0,58 
lil - — 2,10 0,49 —- i S. 0,93 1,03 — 
VI 1,6 1,68 72 — 1,13 | 0,98 | 0,95 | 0,92 — — 
VII 2,40 — 1,95 0,70 | 0,40.) 0,48 0,44 0,95 1,25 1,30 
IX — 2,02 0,65 — 0,43 1,43 112 — 1,08 
XIII 1,60 — 1,94 0,73 1,00 — 0,45 1,15 — 1,03 
XIV 1,62 a — 1,05 —- 0,52 -= 1,83 1,19 1,05 
M 1,86 + 0,08 0,93 0,74 0,57 0,64 1.15 1,24 1.01 
+ 0,17}+ 0,14/+ 0,10|+ 0,13]-+ 0,14]+ 0,09]+ 0,12 
D 4,90 | 7.00 | 9.92 | 8,12 | 4,43 | 5,16 | 6,08 


























Erst nachdem wir im AnschluB an die Periode mit 30 mg tiglich, 
2 Tage lang 60mg Diamox gaben, sanken die Plasma-Calciumwerte 
signifikant auf im Mittel 16,6 + 1,1 mg®,. Das mit der Eierschale 
ausgeschiedene Calcium war in den 2 Tagen zwar mit 1,01 bis 1,24 g 
tiglich hoher als in den Tagen unter 30 mg Diamox, aber noch signifikant 
gegeniiber der Vorperiode verringert. 

In einem spiiteren Versuch (Tab. 3) priiften wir den Einflu8 von 
60 mg Diamox tiglich iiber 5, und von 120mg Diamox tiiglich iiber 
2 Tage. 

Nach fiinftiigiger Verabreichung von 60 mg Diamox tiiglich sanken 
die Plasma-Calciumwerte weniger signifikant als im vorigen Versuch 
auf im Mittel 21,0 + 0,8 mg% ab. Das Plasma-EiweiB iinderte sich nicht 
signifikant. Das mit der Eierschale ausgeschiedene Calcium nahm aber 
wie im vorigen Versuch auf 0,8 + 0,14 g signifikant ab. Nachdem 
wir 2 Tage lang 120 mg Diamox tiglich gegeben hatten, reagierten von 
den 8 Hennen 6 und die Plasma-Calciumwerte verringerten sich in der 
Summe auf im Mittel 17,2 + 1,6 mg®,. Das Plasma-Eiweif war nach 
1 x 120 mg Diamox auf 4,3% signifikant erniedrigt und nach 2 Tagen 
120 mg Diamox tiglich wieder fast auf Normalwerte angestiegen. Mit 
der Eierschale werden auch nach 120 mg Diamox tiglich nur 0,72 bis 
0,81 g Calcium im Mittel ausgeschieden. 

Unter 120mg Diamox tiiglich betrug die Alkalireserve einmal 
61,6 + 1,2 und einmal 54,4 + 1,4 Vol.-°% CO,. Sie zeigt also gegeniiber 
Normalwerten keine charakteristischen Verinderungen, womit eine 
Acidose als Ursache der herabgesetzten Plasma-Calciumwerte auszu- 
schlieBen ist. Die Legetitigkeit der Hennen war unter Diamox z. T. 
erheblich erhéht. 








154 






P.Siegmund und H.-J. Dulce, 





Bd. 320 (1960) 


Tab. 3. EinfluB von Diamox auf das Plasma-Calcium, Plasma-EiweiB, Gesamt- 


Calcium in den Eierschalen und die Alkalireserve bei Legehennen. 
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: : Nach5Tagen Diamox 
Huhn Vorperiode Diamox 120 mg/Tag 
Nr. 60 mg/Tag 
12. 1. 59 14. 1. 59 19. 1. 59 20.1.59 | 21.1. 59 
Plasma-Calcium in mg% 
II 25,3 23,8 18,8 13,5 10,9 
Til 26,6 22,4 21,1 15,0 11,4 
V 23,6 21,1 17,5 13,5 15,5 
VI 23,4 21,9 20,7 20,4 24,4 
Vit 19,2 22,3 23,4 22,7 AU 
VIII 19,9 21,2 19,6 18,1 19,6 
IX 22,7 22,9 21,9 21,0 20,3 
x 27,5 24,2 24,8 22.5 18,7 
M 23,0 + 0,6 21,0 + 0,8 18,3 + 1,4 17,2 + 1,6 
D "2,00 3,14 3,14 
Plasma-EiweiB in % 
II 5,01 4,56 3,90 4,04 4,41 
Til 5,12 4,12 4,16 4,08 4,13 
V 5,60 5,32 4,84 4,26 5,19 
VI 5,31 4,78 5,14 4,68 4,95 
VII 4,75 9,24 4,61 4,45 4,68 
Vill 4,83 4,47 4,68 4,43 4,78 
IX 4,70 4,55 4,46 4,03 4,47 
x 5,84 5,22 5,04 4,68 4,75 
M 4,96 + 0,11 4,60 + 0,15 | 4,34 + 0,10 | 4,68 + 0,12 
D 1,97 4,13 1,75 
Gesamt-Calcium in der Eierschale in g 

II 1,99 1,99 0,89 — — 
III 1,78 2,25 0,79 — == 

Vv — 1,70 0,29 0,90 — 
VI Probe verloren = — 0,86 0,40 
VII 2,33 —- 1,10 0,73 0,93 
Vill 1,79 — 0,91 1,13 1,11 
IX 1,67 1,75 -— 0,57 — 

X 1,77 1,76 = 0,12 — 
M 1,89 + 0,07 0,80 + 0,14 | 0,72 + 0,14} 0,81 + 0,21 
D 6,80 7,30 4,90 

Alkalireserve in Vol.-% 

II oon 60,4 60,2 49,2 
It —- 59,2 — 59,2 52,6 
V —_ 55,3 — 65,6 54,4 
VI _ 58,9 —- 57,0 52,8 
Vil — 62,0 — 61,4 60,8 
VIII a — — 65,0 55,7 
Ix a 54,6 _ 62,4 55,6 
x = ee = wat ae 
M 58,1 + 1,2 616+1,2 | 5444+ 1,4 


2,03 
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Nach Absetzen von Diamox erreichten die Plasma-Calcium-, 
Plasma-KiweiB- und Eierschalen-Calciumwerte im Verlauf von 3 bis 
10 Tagen wieder normale Hohe. 

Da unsere Befunde unter DiamoxeinfluB von denen unter einer 
Acidose abweichen, zeigt der Versuch mit oraler Verabfolgung von 
Ammoniumchlorid (Tab. 4). Von den 5 Hennen dieses Versuches sind 
am 26. 10. 1V, V, XI an einer Acidose gestorben, VIII und XII konnten 
durch Natriumhydrogen-carbonat-Injektionen gerettet werden. 


Tab. 4. Der EinfluB von Ammoniumchlorid auf Plasma-Calcium, Plasma-EiweiB 
und Schalen-Calcium. 





























| Nach je 4 Tagen \Nach 3 Tagen 
Huhn Vorperiode | 0,2 g | 0,4 g | 10g 
Nr. NH,CI/Tag NH,Cl/Tag 
13.10. | 14. 10. 18.10. | 22.10. 25. 10. 
Plasma-Calcium in mg®, 
IV 27,1 26,6 26.9 20,9 16,5 
V 28,4 27,0 24,6 22,8 17,8 
Vill 27,3 24,0 25,3 19,2 24,0 
XI 19,6 21,6 | 20,6 23,4 20,3 
XIT 26,2 | 23,4 | 28,6 22,9 21,1 
M 25,1 + 0,9 25,2 + 1,3 21,8 + 0.8 19,9 + 1,3 
D 0,63 2,75 3,29 
Plasma-EiweiB in °, 
EV 5,19 5,38 | 4,18 4,15 3,37 
V 5,49 5,66 ! 4,98 4,73 4,22 
Vill 5,16 4,43 4,78 4,04 4,47 
XI 5,23 5,92 5,66 6,38 5,76 
XII 4,51 4,08 4,72 5,40 3,81 
M 5,11 + 0,17 4,99 + 0,17 | 4,94 + 0,43 | 4,32 + 0,40 
D 0,50 0,37 1,79 
Gesamt-Calcium in den Eierschalen in g 
IV 2,12 2,20 1,80 1,64 — 
V — 1,84 1,85 1,96 
Vill 1,92 1,46 1,52 1,58 
XI 1,16 1,92 _ — 1,88 
XII 2, = 2,04 1,88 1,58 
M 1,89 + 0,15 1,78 + 0,12 | 1,75 + 0,07 | 1,75 + 0,10 
D 0,58 0,82 0,78 














Nach viertigiger Gabe von 0,2 g Ammoniumchlorid tiglich andern 
sich Plasma-Calcium und Plasma-EiweiBwerte und die Menge des 
ausgeschiedenen Eierschalencalciums gegeniiber Normalwerten nicht. 
Nach weiteren 4 Tagen mit 0,4 g NH,Cl taglich sinken nur die Plasma- 
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Calciumwerte auf im Mittel 21,8 mg% ab. Plasma-EiweiB und Kier- 
schalen-Calcium bleiben unveriindert. Nach weiteren 3 Tagen mit 1,0 ¢ 
Ammoniumchlorid tiiglich sinken die Plasma-Calciumwerte im Mittel 
weiter auf 19,9 + 1,3°% ab.(Es haben nur 2 Tiere reagiert.) Plasma-Eiweif 
und Eierschalen-Calcium iindern sich trotz gleichgebliebener Legefolge 
nicht signifikant. 

DaB Diamox in Konzentrationen von 10-3 bis 10-5 m die alkalische 
Knochenphosphatase nicht beeinfluBt, zeigt Tab. 5. Erst 10-? m Diamox, 
also Konzentrationen, die bei unseren in-vivo-Versuchen nie erreicht 
werden, erniedrigen die Aktivitit der alkalischen Phosphatase. 

Tab. 5. Wirkung von Diamox auf Knochenphosphatase. 


Ansatz: 1.0 ml Knochenphosphatase?®; 1,0 ml Testlésung; 1,0 ml Glykokollpuffer, 
pu 8,35; 5,0 ml 0,lm Na-f-Glycerophosphat; 3,0 ml 0,003m MgSO,. 





| 
abgespaltenes Phosphat 


(in y P) 


Konzentration 
von Diamox 





im Ansatz 20 Min. 60 Min. 
0 53 125 
10-5m §2 107 
10-3m 58 107 
10-2m 31 79 
Diskussion 


Obwohl wir eine erhebliche Senkung des Plasma-Calciums bei 
Legehennen durch den CAH-Inhibitor Diamox eindeutig zeigen konnten, 
ist bei den zahlreichen Faktoren, die den Calciumstoffwechsel von 
Legehennen beeinflussen, und den nicht minder zahlreichen Reaktionen, 
in denen der CAH eine Bedeutung zukommt, auch eine indirekte Be- 
einflussung der Plasma-Calciumwerte zu diskutieren. Unsere Ergebnisse 
lassen eine anhaltende acidotische Stoffwechsellage als Ursache der 
beobachteten Calcium-Plasmasenkung ausschlieBen, da eine Bestimmung 
der Plasma-Alkalireserve wiihrend des Calciumabfalls keine Anderung 
gegeniiber der Vorperiode aufwies. Weshalb die bekannte ansiuernde 
Wirkung von Diamox bei den Legehennen nicht zu beobachten war, 
lassen unsere Versuche nicht entscheiden. Dariiber hinaus haben wir 
gezeigt, daB nur sehr hohe orale Ammoniumchloridgaben einen EinfluB 
auf die Plasma-Calciumwerte von Legehennen haben. 

Die unter Diamoxgaben beobachtete Senkung der Plasma-Calcium- 
werte kann wahrscheinlich auch nicht auf eine Beeinflussung der Cal- 
ciumbilanz zuriickgefiihrt werden. In einem orientierenden Versuch 
stellten wir fest, daB erst sehr ausgeprigte Calciumverluste bei Lege- 
hiihnern zu betrachtlichen Herabsetzungen des Plasma-Calciums fiihren. 
Eine Legehenne, die ein praktisch calciumfreies Futter erhielt, zeigte, 

nachdem sie 4 Kier von normaler Schalendicke gelegt hatte, ein Ab- 
sinken des Plasma-Calciums um 12,7 mg%. Ihre tiigliche Calcium- 
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bilanz betrug dabei —1,585 g. Tyler*! fand bei Sulfanilamidgaben, 
die das Calcium der Eierschalen bedeutend herabsetzten, die Calcium- 
hilanzen nicht signifikant verindert, die gleichzeitig bestimmten Phos- 
phatbilanzen waren signifikant gesteigert. Die von ihm angegebenen 
Calciumbilanzen liegen mit —0,1 und —0,2g pro Tag eine Gréfen- 
ordnung unter den im vorstehenden Versuch beobachteten Calcium- 
verlusten. 

Nach Correll und Hughes” ist bei Legehennen vor allem das 
nicht diffusible, also das an Eiweif gebundene Plasma-Calcium er- 
héht. Wiahrend der Legezeit steigt der Plasma-KiweiBgehalt erheblich 
an und gleichzeitig treten neue elektrophoretisch nachweisbare Protein- 
komponenten auf?*, die vermutlich fiir die erhdhte Konzentration des 
nicht diffusiblen Plasma-Calciums verantwortlich sind. Die gleichen 
Veriinderungen der Plasma-Zusammensetzung kann man auBerhalb der 
Legezeit und bei minnlichen Végeln durch Verabreichung von Ostro- 
genen erreichen”?. 

Da wir gefunden haben, daB sich unter Diamox der Eiweibgehalt 
des Plasmas, im wesentlichen, wenn auch nicht streng, parallel mit den 
Calciumwerten iindert, miissen die gegenseitigen Beziehungen der durch 
Ostrogene induzierten Vermehrung von Plasma-Calcium und -Eiwei8 
diskutiert werden. 

Winget und Smith* haben gezeigt, daB Insulin bei Legehennen 
und éstrogenisierten Hihnen die Konzentration der calciumbindenden 
Proteine verringert. Gleichzeitig ist das ionisierte Calcium erheblich 
erhéht. Nach diesem Befund kann man die calciumbindenden Proteine 
nicht als primaire Ursache der gesteigerten Knochenresorption und der 
erhéhten Plasma-Calciumwerte ansehen. 

Inwieweit umgekehrt die Bildung dieser Proteine von der Kon- 
zentration des ionisierten Calciums im Plasma abhiangt, ist nicht ein- 
deutig zu beantworten, da eine direkte Untersuchung der durch Ostro- 
gene induzierten Vermehrung der Plasmaproteine bei parathyreoidekto- 
mierten Végeln noch aussteht. Bei parathyreoidektomierten Enten wird 
nach Ostrogengaben kein Anstieg des Gesamtcalciums beobachtet”®. Die Be- 
funde von Riddle undMc Donald an parathyreoidektomierten Tauben 
stehen hierzu nur in scheinbarem Widerspruch, da die Untersucher bei 


21 C. Tyler, Brit. J. Nutrit. 4, 112 [1950]. 

22 J.T. Correll u. J.S. Hughes, J. biol. Chemistry 108, 511 [1933]. 

23 D. H. Moore, Endocrinology 42, 38 [1948]; L. W. Brandt, R. E. Clegg 
u. A. C. Andrews,.J. biol. Chemistry 191, 105 [1951]; R. E. Clegg u. R. E. Hein, 
Poultry Sci. 32, 867 [1953]; A. T. Ericson, R. E. Clegg u. R. E. Hein, Science 
[Washington] 122, 199 [1955]. 

240. Riddle u. M.R.McDonald, Endocrinology 36, 48 [1945]; M. R. 
McDonald u. O. Riddle, J. biol. Chemistry 159, 445 [1945]. 

25 C.M. Winget u. A. H. Smith, Poultry Sci. 36, 1169 [1957]. 

26 J. Benoit, G. Fabiani, R. Grangaud u. J. Clavert, C. R. Séances Soc. 
Biol. Filiales 135, 1606 [1941]; Rev. Canad. Biol. 3, 3 [1944]. 
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den Versuchstieren durch Calciumchlorid. und Dihydrotachysteringaben 
die Senkung der Calciumionenkonzentration verhinderten. 

Wegen der accessorischen Nebenschilddriisen sind die Ergebnisse nach 
-arathyreoidektomie bei Hennen und Hiihnen®>*? schwer zu diskutieren. 

Es lit sich also zur Zeit nicht entscheiden, ob die unter Diamox 
beobachtete Plasma-Calciumsenkung die Ursache der Plasma-Eiwei}- 
senkung ist oder umgekehrt. Der erste Fall ist in sofern wahrscheinlicher, 
als zahlreiche Wirkungen der CAH auf den Jonentransport und ihrer 
Inhibitoren auf den Mineralstoffwechsel bekannt sind. 

Da die Erhéhung des Plasma-Calciums wihrend der Legezeit 
durch endogene Ostrogene bedingt ist und Diamox durch direkte Wir- 
kung auf die Schalendriise das Schalencalcium vermindert, muB die 
Frage aufgeworfen werden, ob der unter Diamox beobachtete Effekt 
auf das Plasma-Calcium etwa als Wechselbeziehung zwischen Schalen- 
driise und Hormonproduktion zu deuten ist. Diese Frage ist zu ver- 
neinen. Unsere Ergebnisse zeigen, daB der maximale Effekt auf die 
Eierschalenbildung bereits bei Dosierungen (30 mg/Tag) eintritt, die 
das Plasma-Calcium noch nicht beeinflussen. Deobald* hat tiberdies 
gezeigt, da Hennen, bei denen die Schalendriise operativ entfernt 
worden war, bei Beginn der geschlechtlichen Reife die gleichen Plasma- 
Calciumerhéhungen zeigen, wie die unbehandelten Kontrolltiere. 

Aus Tab. 1 ist weiter zu entnehmen, daB die Legetiitigkeit bei 
der signifikanten Erniedrigung des Plasma-Calciums nicht vermindert 
war, was fiir eine unveriinderte Hormonproduktion spricht. Als Folge 
des verminderten Plasma-Calciums kann allerdings in den folgenden 
‘Tagen (nach Absetzen des Inhibitors) eine Unterbrechung der Lege- 
tiitigkeit eintreten. Da man bei Legehennen auch durch calcumfreie 
Ernihrung ein Absinken des Plasma-Calciums und anschlieBende Unter- 
brechung der Legetiitigkeit erzielen kann, ist dieser Effekt als Folge der 
Plasma-Calciumsenkung zu verstehen. 

fine Wasserstoffionen-Sekretion der Osteoklasten ist vorliufig zwar 
hypothetisch, denn der histochemische Befund von Cretin?®, dai 
Saure-Basen-Indikatoren um die Osteoklasten einen erniedrigten 
pu-Wert anzeigen, besagt bei den Fehlerméglichkeiten einer solchen 
pu-Bestimmung fiir sich allein nicht viel. Bei der zusammenfassenden 
Wiirdigung der diskutierten Méglichkeiten scheint uns aber eine durch 
Diamox gehemmte Wasserstoffionen-Sekretion der Osteoklasten die 
wahrscheinlichste Ursache der beobachteten Senkung des Plasma-Cal- 
ciums zu sein. 

Wir danken Herrn Prof. Dr. W. Koch (Institut fiir Tierzucht und Erb- 
pathologie) fiir viele wertvolle Ratschlige und Frl. H. Riecke und E. Kuers fiir 
ihre zuverlissige technische Mitarbeit. 


27 DP. Polin u. P. D. Sturkie, Endocrinology 68, 177 [1958]. 

28 H.J.Deobald, J. B.Christiansen, E.B.Hart u. J.G. Halpin, 
Poultry Sci. 17, 94 [1938]. 
29 A. Cretin, Presse méd. 59, 1240 [1951]. 
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Z usammenfassung 


Es wurde gezeigt, daB der Carboanhydratase-Inhibitor Diamox die 
Plasma-Calciumwerte bei Legehennen signifikant und_ betrichtlich 
erniedrigt. Im wesentlichen hierzu parallel sanken die Plasma-Eiweib- 
werte. 

Die Plasma-Alkalireserve war wiihrend des Absinkens der Calcium- 
werte gegeniiber der Vorperiode unverindert. Durch orale Ammonium- 
chloridgaben, die bekanntlich zu einer Acidose fiihren, kann man das 
Plasma-Calecium erniedrigen. Das mit der Eierschale ausgeschiedene 
Calcium wird aber nicht beeinfluBt. 

In-vitro-Versuche zeigten, daB Diamox nur bei héheren Kon- 
zentrationen (0,01m) eine: meBbare Hemmwirkung auf Knochen- 
phosphatase ausiibt. 

Die Versuche werden in Zusammenhang mit den Ergebnissen 
anderer Autoren diskutiert. Eine durch Diamox hemmbare Wasserstoff- 
ionen-Sekretion der Osteoklasten als Ursache einer Knochendeminerali- 
sation wird als wahrscheinlichste Erklirung der experimentellen Be- 
funde angesehen. 


Summary 


It has been shown that diamox, the inhibitor of carbonic anhy- 
drase, causes a very large and significant lowering of the plasma calcium 
of laying hens. The plasma protein level also falls. 

The alkali reserve of the plasma remains unchanged during the fall 
in calcium level. Oral administration of ammonium chloride, which is 
known to produce an acidosis, also lowers the plasma calcium level, but 
does not affect the calcium level of the egg shells. 

In vitro experiments showed that only high concentrations (0.01 M) 
of diamox have detectable inhibitory action on bone phosphatase. 

The results are discussed in relation to the work of other authors. 
The most probable explanation of the experimental findings is that the 
secretion of hydrogen ions by the osteoclasts causes bone deminerali- 
sation and is inhibited by diamox. 


Dr. P. Siegmund, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Universitat 
Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Zur Biochemie der Knochenauflésung, Il! 
Der FinfluB von Diamox auf das Plasma-Calcium 
éstron-behandelter Hahne 
Von 
Hans-Joachim Dulee und Peter Siegmund 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. Lr. rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1960) 


In den vorangehenden Untersuchungen haben wir gezeigt, daB das 
wihrend der Legezeit bei Hennen erhéhte Plasma-Calcium durch 
Diamox' erniedrigt wird. 

Die Plasma-Calciumveriinderungen wiihrend der Legezeit sind 
durch Ostrogene bedingt und man kann die gleichen Veranderungen 
auch auBerhalb der Legezeit und bei Hahnen durch Ostron-Injektionen 
erzielen?. 

Wir wiesen schon darauf hin', da8 eine indirekte Wirkung von 
Diamox iiber eine Beeinflussung der Bildung von Sexualhormonen aus 
verschiedenen Griinden unwahrscheinlich ist. Eine direkte Priifung 
dieser Ansicht ist durch eine Untersuchung des Diamox-Einflusses 
auf das Plasma-Calcium von 6stronisierten Haihnen méglich, bei denen 
eine derartige indirekte Wirkung von vornherein auszuschliefen ist. 

Die Tiere erhielten einige Tage vor und wihrend der Versuche 
ausschlieBlich geschilten Reis als Futter, um eine konstante und geringe 
Zufuhr von Mineralstoffen zu gewihrleisten und den EinfluB eventueller 
Veriinderungen der Calciumresorption durch die Pharmaka auf das 
Plasma-Calcium gering zu halten. Der Calciumgehalt von geschiltem 
Reis wird mit 24 mg/100 g angegeben’®. 


Beschreibung der Versuche 


Wir verwendeten Leghornhaihne von 700 bis 900 g Ko6rpergewicht, die in 
Batterien eingestallt wurden. Da die Versuche nur wenige Tage dauerten, war eine 
Erganzung der Reisnahrung durch Vitamine usw. nicht erforderlich. 

Ostron wurde als dlige Suspension s. c. gespritzt; Diamox gaben wir als waBr. 
Suspension mit der Schlundsonde bzw. als Lésung des Na-Salzes intravenés. 

1 J. Mitteil.: P.Siegmund u. H.-J. Dulce, diese Z. 320, 149 [1960], vor- 
stehend. 

2 O. Riddle u. M. R. McDonald, Endocrinology 86, 48 [1945]. 

3 H. Kraut, H. Bramsel u. W. Wirths, in H. M. Rauen, Biochemisches 
Taschenbuch, S. 752, Springer-Verlag, Heidelberg, 1956. 














Bd. 320 (1960) Zur Biochemie der Knochenauflésung, II 161 


Blut wurde durch Punktion der Fliigelvenen erhalten und durch Heparin 
ungerinnbar gemacht. Das Plasma gewannen wir durch sofortiges, mildes Zentri- 
fugieren. 

Calcium bestimmten wir in 0,1 m/l Plasma direkt komplexometrisch. Einzel- 
heiten der Ausfiihrung sowie Angaben iiber die Fehlerrechnung s. |. ¢.!. 


Ergebnisse und Diskussion 


Wie die Tabelle zeigt, bewirkte eine einmalige Injektion von 20 mg 
Ostron eine Erhéhung des Plasma-Calci ‘iumsspiegels. Wenn — beginnend 
am 2.Tag nach der Ostron-Injektion — tiiglich Diamox verabfolgt 
wurde, lagen die Plasma-Calciumwerte signifikant unter denen des 
Kontrollversuchs. 

EinfluB von Diamox auf die durch Ostron bedingte Plasma-Calcium-Erhéhung bei 
Hahnen (Angaben in mg?®,,). 
Hinsichtlich ihrer Signifikanz D sind die Mittelwerte M der mit Diamox behandelten 
und nicht mit Diamox behandelten éstronisierten Hahne an den korrespondierenden 
Tagen verglichen. 






























































20 mg | 
Hahn Nr. / Tag Ostron 
I. i 2: 3: 4. 5: 6. 

Ie 10,0 | — | 15,3 — 39,5 _ 43,0 
IV, 11,0 a 12,0 —- 23,1 - 23.5 
Vi 11,2 — 15.6 —- 32,0 — 37.0 
Wee 10,6 — 14,1 — 36.0 — 34,0 
Wil: ill 14,2 ~~ 30,8 39.0 
Lae 10,9 | — 16,8 — 35,0 - 37.0 
| ees | el 147 | — | 32,7 — | ae 

+0,2 +0,7 j 2,4 | +39 
ie | LV — — 100mg {100mg} — — 

‘ | oral — — — 250mg | 500mg | 500mg | 500mg 

\/ 0 Oe 10,2 10,4 15,1 18,3 21,2 18,5 11,8 
Vv IIT, Sela ta eae 10,0 10,1 15,8 29,4 31,5 43,4 39.0 
PAG hee ayers 10,5 9,6 12,3 15,0 12,4 13,4 12,3 
IX, Pu ros Mii 9,8 9,6 15,1 17,8 20,2 24.5 24,3 
|. SS eeeremermereme (OMe: [ly 10,6 13.6 21,8 20.6 20,3 17,4 
1 Loss ers Se ames es 10,4 10,1 14,1 20,5 21,6 24,0 21,0 

ro om 0,¢ ote 0.2 5 0.6 +25 + 3,0 i 6,3 + 5.0 
| UL RIOREN aE aE 1,40 — ! 0,33 — 3,00 — 2,30 








Die Verringerung des Ostroneffekts auf die Plasma-Calciumwerte 
bei Haihnen durch Diamoxgaben zeigt, daB der erniedrigende Einflu8 
dieses Pharmakons auf erhéhte Plasma-Calciumwerte bei Legehennen 
nicht durch eine Verminderung der endogenen Produktion von Ostro- 
genen erklirt werden kann und deshalb eine Deutung des Angriffs- 
punktes von Diamox iiber das Wechselspiel der Sexualhormone aus- 
scheidet. Da die Hiaihne wihrend des Versuches calciumarm ernihrt 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 320 ll 
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wurden, ist ein Angriffspunkt des Diamox an der Calciumresorption 
ebenfalls unwahrscheinlich. 

Obwohl carboanhydratase-hemmende Sulfonamide, und somit auch 
Diamox’, einen direkten Wirkungsort in der Schalendriise von Lege- 
hennen haben, kann die beobachtete Reduktion des Plasma-Calciums 
nicht iiber eine Wechselbeziehung zur Schalendriise zu erkliren sein, 
weil der gleiche Diamoxeffekt auch bei Hiihnen auftrat. Das steht in 
Einklang mit unserer friiheren Beobachtung!, daB der maximale Effekt 
von Diamox auf das Schalencalcium schon bei einer Dosierung auftritt, 
die den Calciumspiegel noch unbeeinfluBt 1iBt, und den Versuchen von 
Deobald’, der zeigte, daf durch vollstiindige oder teilweise operative 
Entfernung der Schalendriise bei Hennen die Erhéhung der Plasma- 
Calciumwerte bei Beginn der Geschlechtsreife nicht beeinfluBt wird. 

Wir danken der Fa. Schering fiir die Uberlassung von Ostron und der 
Fa. Lederle fiir die Uberlassung von Diamox. 


Zusammenfassung 
Es wurde gezeigt, dal} Diamox die Erhéhung des Plasma-Calciums 
durch Ostron bei Hiihnen signifikant verringert. 
Dieser Befund unterstiitzt unsere Ansicht, da Diamox das Plasma- 
Calcium senkt, weil es die aktive Knochenauflésung hemmt. 


Summary 


It has been shown that the rise in the plasma calcium level of cocks 
caused by oestrone, is competitively inhibited by diamox. 

These findings support our view that diamox lowers the plasma 
calcium level by inhibiting the active demineralisation of bone. 


Priv.-Doz. Dr. H.-J. Dulce, Physiologisch-Chemisches Institut der Freten 
Universitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
4 A.L. Mehring, jr., H. W. Titus u. J. H. Brumbaugh, Poultry Sci. 34, 
1385 [1955]. 

5 H.J.Deobald, J.B. Christiansen, E. B. Hart u. J. G. Halpin, 
Poultry Sci. 17, 94 [1938]. 
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Zur Biochemie der Knochenauflisung, IIT! 
Uber das Vorkommen von Carboanhydratase im Knochen"* 


Von 
H.-J. Dulee, P. Siegmund, F. Korber und E. Schiitte 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. Lr. rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mirz 1960) 


1873 auBerte Koelliker?, daB die Osteoklasten den Knochen von 
der Markhohle her mit chemischen Mitteln, deren Natur noch unbekannt 
war, auflésen. Man vermutete spiter, da diese Zellen eine Siiure und 
proteolytische Fermente sezernieren*. Fiir eine Sekretionstiitigkeit der 
Osteoklasten sprechen im Zellinnern nachgewiesene, groBe, randstindige 
Vakuolen’. Stichhaltige Argumente fiir eine spezielle H-lonensekretion 
durch die Osteoklasten wurden allerdings nicht erbracht. Die Beobach- 
tung Cretins®, der an iiberlebenden Schnitten in der Umgebung der 
Osteoklasten Indikatorumschlige zur sauren Seite sah, ist nicht ein- 
deutig zu verwerten, weil solche Farbumschliige aufer von der H-lonen- 
konzentration auch von Gewebsstrukturen und Salzkonzentrationen 
abhiingen kénnen. 

1954 wurde diese Theorie der Knochenauflésung als unwahrschein- 
lich verworfen® und an ihre Stelle die Arbeitshypothese der Knochen- 
auflésung durch von Osteoklasten produzierte Calciumchelatbildner 
gesetzt. 

DaB Osteoklasten H-Ionen-sezernierende Zellen sind und auf diese 
Weise Knochen auflésen, ist durchaus vorstellbar, denn wir kennen im 
Organismus die Belegzellen der Magenschleimhaut und die Tubuluszellen 
der Niere, die beide in gréRerem Umfang H-lIonen sezernieren. Wir 





1 |. Mitteil.: P.Siegmund u. H.-J. Dulce, diese Z. 320, 149 [1960]; 
II. Mitteil.: H.-J. Dulce u. P. Siegmund, ebenda 320, 160 [1960], vorstehend. 

la Vorlaufige Mitteil.: P.Siegmund, H.-J. Dulce, F.Koérber u. E. 
Schiitte, Naturwissenschaften 46, 358 [1959]. 

2 A. Koelliker, ,,Die normale Resorption des Knochengewebes und ihre 
Bedeutung fiir die Entstehung der typischen Knochenformen“, Vogel, Leipzig 1873. 

3 F. Weidenreich, in ,,Handbuch der mikroskopischen Anatomie des 
Menschen“, Bd. II/2, S. 465, Springer-Verlag, Berlin 1930. 

4 N. A. Barnicot, Proc. Roy. Soc. [London] 184, 467 [1947]; N. M. Hancox 
in G. H. Bourne, The Biochemistry and Physiology of Bone, 8S. 229, Academic 
Press, New York 1956. 

5 A. Cretin, Presse méd. 59, 1240 [1951]. 

* F.C. McLean, J. Periodontology 25, 176 [1954]; zit. nach G. H. yon 
The Biochemistry and Physiology of Bone, Academic Press, New York 1956, S. 705. 
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selbst haben in den vorangegangenen Mitteilungen! gezeigt, daB erhéht« 
Plasmacalciumwerte durch Diamox herabgesetzt werden. Dieser Be- 
fund macht eine Abhiingigkeit der Knochenresorption von einer H-lonen- 
sekretion der Osteoklasten wahrscheinlich. Wir suchten nun nach 
weiteren Befunden, die fiir eine lokale H-lonensekretion im Knochen 
sprechen. Da bei Wirbeltieren eine H-lonensekretion offensichtlich 
durch Zellen erfolgt (Belegzellen, Tubuluszellen), in denen auch Carboan- 
hydratase (CAH) vorkommt’>*, haben wir gepriift, ob dieses Ferment im 
Knochen vorkommt. Man nimmt an, daB die CAH durch Katalyse 
der Hydratisierung des CO, die Neutralisationszeiten von Basen, die in 
der Zelle entstehen, wenn sie H-Ionen sezerniert, verkiirzt®. Da nur 
Zellen und nicht extrazelluliire Fliissigkeit CAH enthalten kénnen, 
haben wir den Zellgehalt im Knochen und vergleichsweise in Niere und 
Blut iiber den Desoxyribonucleinsiiure-(DNS-)Gehalt ermittelt und die 
CAH-Aktivitiit zum DNS-Gehalt in Beziehung gesetzt. 


Methodik 


Als Untersuchungsmaterial verwendeten wir Tibiaknochen und Bandscheiben 
von 200 g schweren Leghor nhahnchen und Wirbelkérper des Aales (1 kg). Um die 
Organe blutfrei zu gewinnen, durchstrémten wir die Kiiken von der Bauchaorta 
her mit Ringer-Lésung, bis aus der Hohlvene kein Blut mehr austrat. Den Aal 
entbluteten wir durch Decapitation. Danach wurden von den Kiiken Tibien und 
Bandscheiben, vom Aal die Wirbelkérper freiprapariert. Die Tibia teilten wir in 
Epiphysen-, Metaphysen- und Diaphysenabschnitte auf. Epiphyse, Metaphyse, 
Bandscheiben und Aalwirbelkérper zerschnitten wir in diinne Scheiben, die noch- 
mals auf Filtrierpapier mit Ringer-Lésung iibergossen und trocken gepreBt wurden. 
Die Diaphysen wurden mit fliissiger Luft iibergossen und in gefrorenem Zustand 
7u feinem Pulver zermorsert. Samtliche Organpraparationen homogenisierten wir 
dann 1:10 bis 1:100 mit Wasser verdiinnt im Potter-Elvehjem-Homogenisator. 
Die Aufarbeitung der Organe mu ziigig erfolgen, damit kein Aktivitatsverlust 
eintritt. In den Homogenaten bestimmten wir zur Kontrolle den Blutgehalt nach 
Holzer’® als Extinktionsdifferenz zwischen Hamiglobin und Cyanidhaémiglobin 
und die CAH-Aktivitét nach der Methode von Meldrum und Roughton!!, die 
Neutralisationszeiten eines Veronalpuffers von py8,2 durch CO,-gesatt. Wasser 
angibt. Wir arbeiteten bei 0°, mit Bromphenolblau als Indikator mit einem Gesamt- 
ensatz von 5,0 ml, der 2,0 ml 0,025m Veronaipuffer, 2,0 ml CO,-gesatt. Wasser und 
1,0 ml Homogenat oder im Leerversuch 1,0 ml Wasser enthielt. Blut verdiinnten 
wir mit dest. Wasser 1:100 bis 1:200 und pipettierten Cann direkt in den Ansatz. 

Die CAH-Aktivitét haben wir als Differenz der Neutralisationszeiten von 
unkatalysierter und katalysierter Reaktion gemessen und in Einheiten nach der 
Formel (¢, —t )/t, umgerechnet. Wenn dieser Ausdruck gleich 1 wird — das ist der 
Fall, wenn die katalysierte Reaktion doppelt so schnell verlauft wie die unkataly- 
sierte —, dann spricht man von einer CAH-Einheit. In den Organen geben wir die 
CAH-Einheiten in jeweils 100 mg Frischgewicht (F. G.) an. 


7 H.W. Davenport, J. Physiology 97, 32 [1939]; Amer. J. Physiol. 128, 725 
[1940); "ee 505 [1940]. 
H. W. Davenport u. A. E. Wilhelmi, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 53 
[1941]; R. Hober, ebenda 49, 87 [1942]. 
® R. E. Davies u. F. J. W. Roughton, Biochem. J. 42, 618 [1948]. 
10 H. Holzer, G.Sedimayr u. M. Kiese, Biochem. Z. 328, 176 [1956]. 
1 F, J. W. Roughton u. V. H. Booth, Biochem. J. 40, 319 [1946]. 
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Die DNS bestimmten wir in den Organen nach der Desoxypentose-Methode 
mit Diphenylamin und nach der PO,-Methode, bei der DNS durch Fallung mit 
Trichloressigsaure aus dem alkalischen Extrakt des mit Trichloressigsiure und 
Alkohol-Ather behandelten Riickstandes der Organe isoliert wird, ehe man mit 
konz. Perchlorsiure verascht und P nach Fiske und Subbarow bestimmt”. 
Ausgangsmengen fiir die DNS-Doppelbestimmungen waren jeweils 200 mg Organ- 
Fr. G. Die CAH-Einheiten bezogen wir auf 100 y DNS, weil dieser Quotient ein 
Ausdruck fiir den CAH-Gehalt der Knochen-, Nieren- und Blutzellen ist. Das in 
diese Untersuchungsreihe einbezogene Nierengewebe war ebenfalls mit Ringer- 
Lésung durchstrémt, bis kein Blut mehr austrat. 

Blut konnten wir in den von uns vorbehandelten Organen nicht mehr nach- 
weisen. Das bedeutete, daB unsere Knochen und Knorpel weniger als 0,2°;, Blut 
enthielten. 


Ergebnisse und Diskussion 


Tab. 1 zeigt die gemessenen Neutralisationszeiten des Puffers in 
Gegenwart von unterschiedlichen Mengen homogenisierter Organe und 
die daraus berechneten und auf 100 mg F. G. bezogenen CAH-Einheiten. 


Tab. 1. Carboanhydratase-Aktivitaét in Organen. 














mg Neutralisations- | CAH-Einh. °* Blutgehalt, der 
Organ Organ zeit (Sek.) 100 mg F.G.| die CAH-Aktivitat 
im Ans. cinzelwerte Mittelwerte erklaren wiirde 
aati ____-|160; 154; 166; 165 _ ail 
- 153; 150; 165; 167 
Kiken 
— : 62,0; 77,6; 88,0 | ) ; ’ 
Epiphysen 2,0 66.0: 69.0: 78.0 f 61,0 8.6 
Metaphysen 10,0 108; 90 6,3 0.9 
oe 30,0 100 ) al 

Diaphysen 80,0 46 j 2.6 | 0.4 
Bandscheiben- 50,0 146; 151 0,2 0,03 
knorpel 

15,0; 22,0; 16,0 
Blut 1,0 19:0; 23,0; 23;0 708.0 ee 

29,0; 28,0; 17,0 
- 52,0; 42,6; 49,0 |] one — 
Niere 1,0 | 42,0: 37,0: 38,5 | 7730 37,5 
Aal 
Knochen 15,0 48; 52 14,7 14.9 

1,0 94; 82; 75 | 

Blut 2'0 48: 53 » 99,0 

















2 K. Volkin u. W. E. Cohn, in D. Glick, Methods of biochem. Analyses, 
Bd. I, S. 287, Interscience Publishers, Inc., New York 1954. 
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Im Knochen von Kiiken und vom Aal kommt CAH-Aktivitiit vor. 
DaB man in Diaphysenknochen nur 2,6 CAH-Einheiten/100 mg F. G. 
findet und im Epiphysenknochen 61,0 CAH-Einheiten, hingt einmal mit 
dem geringeren Zellgehalt der Diaphyse gegeniiber der Epiphyse zu- 
sammen und zum anderen mit der Schwierigkeit, Diaphysenknochen zu 
homogenisieren. Bei der Aufarbeitung von Diaphysenknochen sedi- 
mentieren sich stets Knochenpartikelchen, wihrend Epiphysenhomo- 
genate unsedimentiert bleiben. Aus Epiphysen, Metaphysen und Aal- 
knochen ist die CAH vollstiindig extrahierbar, aus Diaphysen nur teil- 
weise. Erhitzen auf 100° inaktiviert siimtliche Organpriiparate, ebenso 
Zusatz von Inhibitoren, wie Diamox. Im Blut sind die Aktivitiiten sehr 
viel gréRer als im Knochen, weil Blut zellreicher als Knochen ist. Nicht 
verknéchernder Bandscheibenknorpel besitzt nur eine geringe CAH- 
Aktivitiit, die nahe an der unteren Nachweisgrenze liegt. 


Um uns zu iiberzeugen, da unsere gemessene CAH-Aktivitat nicht 
durch einen unter der Nachweisgrenze liegenden Blutgehalt bedingt ist, 
haben wir den Blutgehalt der Substrate berechnet, der vorhanden sein 
miiBte, um die gemessene CAH-Aktivitaét zu erkliren. Nur im Band- 
scheibenknorpel wiirde ein Blutgehalt unter 0,2%, den wir mit der 
Holzerschen Methode nicht mehr erfassen, die CAH-Aktivitat erkliren. 
Die 0,2 CAH-Einheiten/100 mg F. G., die ohnehin an der Nachweisgrenze 
der Methode liegen, kénnen also durch Aktivititen des Blutes vorge- 
tiiuscht sein. Alle anderen CAH-Aktivititen miissen, da die extra- 
zellulire Fliissigkeit keine CAH enthalt, durch Zellen des Knochens, wir 
vermuten Osteoklasten, bedingt sein. De Bernard und Castellani®, 
die 1955 in Epiphysen junger Kaninchen nur 10°/, unserer CAH- 
Aktivitaét nachgewiesen haben, haben ihre Substrate nicht blutfrei ge- 
spilt. Nach unseren Nachpriifungen miissen ihre Epiphysen noch 2 bis 
3% Blut/F.G. enthalten haben. Deshalb sind die von De Bernard 
angegebenen CAH-Einheiten wahrscheinlich gré8tenteils durch den Blut- 
gehalt bedingt und gestatteten eigentlich damals keine Deutungen, ab- 
gesehen davon, da De Bernards Theorie, durch Siuerung in der Epi- 
physe wiirde die Mineralisation geférdert, schwer zu verstehen ist. 


Tab. 2 zeigt, daB CAH-Aktivitit und DNS-Gehalt in Nierengewebe 
und Blut héher als im Knochen sind. Im Nierengewebe konnten wir kein 
Blut mit der Holzerschen Methode nachweisen. Die Bestimmungen der 
DNS mit den beiden Methoden weichen nur wenig voneinander ab. 
Die CAH-Aktivitit/100 y DNS ist ein MaB der eigentlichen Zellaktivi- 
tiiten. Erythrocyten, die bei Végeln kernhaltig sind, besitzen die grébte 
CAH-Aktivitat, 160 CAH-Einheiten/100 y DNS. Die CAH-Aktivitat 
der Summe aller Knochenzellen liegt jedoch in der gleichen GréBen- 
ordnung wie die der H-Ionen-produzierenden Nierenzellen und der 
Erythrocyten. Da die CAH im Stoffwechsel H-Ionen-sezernierender 


13 B. de Bernard u. A. Castellani, Giorn. Biochim. 4, 338 [1955]. 
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Zellen eine Rolle spielt, liegt die Annahme nahe, daB die Knochen- 
auflésung tatsichlich durch lokale H-Ionensekretion erfolgt. 


Tab. 2. Beziehung CAH-Aktivitat/Zellgehalt bei Kiiken. 
(Es sind die absoluten mittleren Fehler angegeben.) 








y DNS/100 mg F.G. 
CAH-Einh./ | . CAH-Einh. 
100mg F.G. Desoxypentose- Phosphat- 100 y DNS 
methode methode 
Epiphysen . . . 61+ 6,8 66,7 + 5,3 74.0 + 5,0 86,6 
Niere .... . | 273+ 12,2 224,0 + 18,9 226,7 + 12,5 12,1 
Blut .... . | 708+63,9 | 434,0+23,6 | 451,04 9,7 160,0 











Zusammenfassung 
Carboanhydratase (CAH) kommt in Knochenzellen von Vogeln 
und Knochenfischen in ihnlich hoher Aktivitiit wie in Nierenzellen vor, 
nicht verknéchernder Knorpel besitzt praktisch keine CAH-Aktivitiat. 
Der CAH-Gehalt des Knochens legt nahe, daB8 die Knochenauilésung 
durch lokale H-Ionensekretion erfolgt. 


Summary 
Carbonic anhydrase (CAH) activity of the bone cells of birds and 
teleosts is similar to that of the kidney cells. Unossified cartilage has 
practically no CAH activity. The CAH content of bone suggests that the 
demineralisation of bone is caused by the local secretion of H ions. 


Prof. Dr. Dr. E. Schiitte, Physiologisch-Che:nisches Institut der Freien 
Universitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Darstellung und Eigenschaften des Glaukoporphyrins ” 
Von W 


A. Hamsik 
Aus dem I. Medizin.-Chemischen Institut der Universitit Prag 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mirz 1960) 


Vor langerer Zeit! isolierte der Verf. durch Einwirkung von unterphosphoriger 
Saure auf mit oxalsiurehaltigem Aceton oder Athanol erhaltenen Blutextrakt oder 
auf Chloridohimin einen griinbl: wen Stoff, der Glaukoporphyrin genannt wurde. 
Uber dessen Bildungsbedingungen wurde mit M. Hofman folgendes ermittelt: 

1. Als Ausgangsmaterial kann ein beliebiges Haimin (Chloridohamin, Formiato- 
hamin, Hypophosphitohamin, Oxyhimin, Oxyhiminanhydrid, Oxyhaminsemian- 
hydrid) dienen; altere Praparate, die weniger léslich sind, miissen durch Lésen in 
methanolischer Kalilauge und Ansiuern? reaktiviert werden, oder man muB mit 
mehr Natriumhypophosphit etwa 1 Stde. kochen. Am besten gelingt die Darstellung 
mit Formiatohimin, das sich auch infolge der leichten Darstellbarkeit® empfiehlt. 
Aus dem gleichen Grund ist auch das Hypophosphitohamin geeignet. 

2. Das Himin muB bei der Reaktion in UberschuB vorhanden sein, wenn neben 
Protoporphyrin auch das Glaukoporphyrin erhalten werden soll. Weil das Glauko- 
porphyrin unbestandig ist, muB es baldigst abgefangen werden. 


Darstellungsvorschrift: Ein Gemisch von 0,25 g Hamin, 100 cm* Aceton, 
3 g Oxalsaiure, 50 cm*® Wasser, 0,2 g Natriumhypophosphit wird 30 Min. gekocht 
und dann stehen gelassen. Das Hiamin mu8 zum Teil ungelést bleiben. Von 
diesem wird abgegossen und filtriert. Das warme Filtrat ist violettgriin, das kalte 
blaugriin. Spektrum der mit Salzsiure angesiuerten Probe: I 604, II 600, III 571, 
IV 552; IV, I, I, ITI. 

Das Filtrat enthalt ein Gemisch von Glaukoporphyrin und Protoporphyrin. 
Es wird mit der zur Neutralisation der Oxalsiure ausreichenden Menge verd. 
Natriumacetatlésung versetzt und mit Ather geschiittelt. Die blaue ather. Lésung hat 
folgendes Spektrum: I.659,6 —629,3; I[.590,3—570; ILI. 539,3 —524,8; IV.511,3-— 
487; I, IV, III, II. Die ather. Lésung wird mit Wasser gewaschen, mit trockenem 
Natriumsulfat getrocknet und durch Destillation konzentriert. Die ather. Lésung 
bleibt nur bei raschem Arbeiten blau. Durch Zusatz von Petrolather wird ein krist. 
Niederschlag von Glaukoporphyrin erhalten. Dieser wird abfiltriert, mit Petrol- 
aither gewaschen und getrocknet. Aus der ather. Lésung kann Protoporphyrin 
isoliert werden. 

Glaukoporphyrin, ein dunkelgriines, krist. Pulver, ist leicht léslich in verd. 
Lauge, ziemlich leicht léslich in Pyridin, in 100proz. Ameisensiaure, in 25proz. Salz- 
saure, wenig léslich in Athanol und Ather. Die Lésungen in Ather, Alkohol und 
Chloroform nach Anséuern mit Salzsiure und diejenigen in Ameisensiure sind 
blau, die Lésungen in 25proz. Salzsiure blaugriin, diejenigen in verd. Lauge sind 
griin und in Pyridin blau. Spektrum der Lésung in 25proz. Salzsaure: I 624, IT 576 
IIL 556; I. If. IIT. 


1 A. Hamsik, Mitteil. Tschech. Akad. Wiss. Kunst, IT. Kl., Jahrg. L, Nr. 4 
[1940]. 

2 A. Hamsik, diese Z. 183, 271 [1929]. 

3 A. Hamsik u. M. Hofman, diese Z. 305, 143 [19561]. 
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Die Lésungen des Glaukoporphyrins, insbesondere in Laugen und in Pyridin 
sind infolge seiner leichten oxydativen Umwandlung in das Protoporphyrin in- 
stabil. Auch eine ather. Lésung unthielt nach 24 Stdn. nur noch Protoporphyrin. 
Bei einem Versuch, Glaukoporphyrin aus Pyridin/Chloroform umzukristallisieren, 
wurde nur krist. Protoporphyrin erhalten. 


Das so gebildete Protoporphyrin konnte nicht zum Glaukoporphyrin reduziert 
werden. 


Ziemlich lange stabil ist die Lésung in 25proz. Salzsaure. 


Prof. Dr. Antonin Hamsik, Prag 16, Na Cihlafce 5. 
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Der homologe chemische Aufbau der Peptidketten 
im Humanhaimoglobin A 
Von 
Gerhard Braunitzer, Brigitte Liebold, Renate Miiller und Victor Rudloff 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Minchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1960) 


Die Hamoglobin-Partikel vom Molekulargewicht 66 000 besteht aus 4 Peptid- 
ketten!, von denen je zwei identisch sind: im Humanhamoglobin A liegen vor der 
Val-Leu-Typ'?.3 («-Kette) und der Val-His-Leu-Typ!* (f-Kette). Diese Ergebnisse 
wurden durch réntgenographische Untersuchungen® wesentlich vertieft: sie be- 
stétigen die Befunde der chemischen Untersuchungen hinsichtlich der Art und 
Zahl der Peptidketten. Aus der Ermittlung der Tertiaérstruktur der Peptidketten 
ergab sich der iiberraschende Befund, da die beiden Peptid-Typen sehr ahnlich 
oder homolog gebaut sind. Wir kénnen diese Befunde erweitern: Wir fanden, daB 
die x- und #-Ketten auch hinsichtlich ihrer Primarstruktur homolog gebaut sind. 

Uber die Spaltung, Isolierung und quantitative Charakterisierung der tryp- 
tischen Peptide aus Humanhimoglobin A*~* wurde bereits berichtet. Die Lage der 
tryptischen Peptide innerhalb der Peptidketten wurde durch wechselseitige fermen- 
tative Spaltung mit Trypsin und Pepsin bestimmt und die Sequenz von 31 Amino- 
sauren durch die Analyse von drei .V-terminalen tryptischen Peptiden der /-Kette 
ermittelt!.!!. Im folgenden wird iiber die .V-terminale Sequenz von insgesamt 
40 Aminosauren der «-Kette berichtet. 

50 «Mol der «-Kette wurden mit Harnstoff denaturiert, bei 4° 24 Stdn. gegen 
n/16 HCl dialysiert und bei py 2,0 im py-Stat mit Pepsin gespalten (Enzym-Substrat- 
Verhaltnis 1:200). Der Versuch wurde nach 2 Stdn. gestoppt, das Peptidgemisch 
iiber Dowex 1 X2 getrennt!?)!*. Durch Spaltung tryptischer Peptide mit Pepsin 
oder Chymotrypsin sowie peptischer bzw. chymotryptischer Peptide mit Trypsin 
wurden identische Peptide, die aus demselben Bereich der Peptidkette stammen, 
erhalten; dadurch konnte die Folge der tryptischen Peptide ermittelt werden. 


1 G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]. 

2 H. Brown, Arch. Biochem. Biophysics 61, 241 [1956]. 

3 H.S. Rhinesmith, W. A. Schroederu. L. Pauling, J. Amer. chem. Soc. 
79, 4682 [1957]. 

4H.S. Rhinesmith, W. A. Schroeder u. N. Martin, J. Amer. chem. Soc. 
80, 3358 [1958]. 

5 M. F. Perutz, M.G. Rossmann, A. F. Cullis, M. Murhead u. G. Will, 
Nature [London] 185, 416 [1960}. 

6 B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 271 [1959]. 

7 B. Liebold, K. Hilse, K. Simon u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 278 
1959]. 
d K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 603 [1959]. 

9 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 604 [1959]. 

10 N. Hilschmann u. G. Braunitzer, diese Z. 317, 285 [1959]. 

11 G. Braunitzer, N. Hilschmann u. R. Miller, diese Z. 318, 284 [1960]. 

122 G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 
71, 376 [1959]. 

13 VY, Rudloff u. G. Braunitzer, diese Z., im Druck. 
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Die Reihenfolge von fiinf bisher analysierten N-terminalen Peptiden lautet*: 
HT, 190 — HT,.5 — HT .g— HT .32— HT ag °° °° °°: 


Die Sequenz der Aminoséuren wurde an den tryptischen Peptiden nach der DNP- 
Methode!4, durch Edmanschen Abbau!®, durch Carboxypeptidase!*® sowie durch 
Spaltung der tryptischen Peptide mit Pepsin, Subtilisin und Papain ermittelt. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind nebenstehend wiedergegeben. (Die Lage der 
Saureamide wurde hier nicht beriicksichtigt; hieriiber wird in der spater folgenden 


x Val-Leu-Ser-Pro-Ala- Asp-Lys-Thr-Asp-Val-Lys- Ala- Ala-Try-Gly-Lys- Val-Gly- Ala- His- 
1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17°18 19 20 
B Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu- Glu - Lys - Ser- Ala-Val-Thr- Ala-Leu-Try-Gly-Lys-Val-Asp-Val-Asp- 


1 2 3.4 5 6 7 8 9 10 11 12 18 14 15 16 «17 ~«18«19 ~ ® 2! 


a“ -Ala-Gly-Glu-T yr-Gly-(Ala,Glu)- Ala-Ser-Glu-Arg-Met-Phe-Leu-Ser-Phe-Thr- Pro- Thr-Lys- 
26 27 28 29 #30 31 32 33 34 #35 #36 #37 «38 «+39 «+40 





B -Glu-Val-Gly-Gly-Glu - Ala-Leu-Gly - Arg-Leu- 


22 23 24 25 26 27 2 29 WW 31 


Gegeniiberstellung der V-terminalen Sequenzen der «- und /-Ketve aus Human- 
Hamoglobin-A. 


ausfiihrlichen Mitteilung berichtet.) Den 40 Sequenzen der «-Kette wurden die bisher 
bekannten 31 N-terminalen Sequenzen der /-Kette gezeniibergestellt. Um den 
Vergleich zu erleichtern, wurden die homologen Sequenzen der beiden Ketten 
durchlaufend numeriert, jedoch identische Sequenzen iibereinandergestellt. Fol- 
gende GesetzmaBigkeiten sind ersichtlich: 

1. Die Folge der tryptischen Peptide hinsichtlich ihrer Nettoladung ist in 
beiden Ketten identisch und lautet: neutral (l1—7 bzw. 1—8) — basisch (8S—16 bzw. 
9—17) — sauer (17—31 bzw. 18—30) — basisch (832—40). Das basische Nonapeptid 
HT; (9—17) ist in der «-Kette durch die basischen Tetra- und Pentapeptide 
HT, ; (8—11) und HT, , (12—16) ersetzt. 

2. Die basischen Aminosauren Lysin und Arginin sind in beiden Peptidketten 
an fast derselben Stelle fixiert. 

3. In beiden Ketten sind in derselben Position zahlreiche identische oder 
homologe Sequenzen nachweisbar. 

Hiermit ist erstmals experimentell eine Beziehung zwischen Sekundar- und 
Tertiarstruktur einerseits und Primarstruktur andererseits erbracht worden: 
Peptidketten, die hinsichtlich ihrer Sekundar- und Tertiarstruktur homolog gebaut 
sind, besitzen auch eine homologe Primarstruktur. Auf einige GesetzmaBigkeiten 
wurde oben hingewiesen. Aus der Kenntnis der identischen, homologen und nicht 
identischen Sequenzen der Aminosauren und ihrer raumlichen Lagerung zueinander 
werden sich spaéter vermutlich wichtige Aussagen iiber die Struktur und physio- 
logische Wirkung der Globine ergeben. 


* Wir verwenden folgende Abkiirzungen zur Charakterisierung der tryptischen 
Peptide: H = Human, T = tryptisch, « = das Peptid stammt aus der «-Kette, 
die Nummer, z. B. «10 entspricht der Reihenfolge der Isolierung des Peptids nach 
der Analyse iiber Dowex 1X2. Sie ist identisch mit der Nummer, die |. c.* ver- 
wendet wurde. 

14 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

15 P. Edman, Acta chim. scand. 4, 277, 283 [1952]. 

16 H. Fraenkel-Conrat, I. I. Harris u. A. L. Levy in D. Glick, Methods 
of Biochem. Analysis Bd. II, 8. 359, Interscience Publ., New York 1955. 
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Es wurde vorgeschlagen'’, die Peptidketten bei einigen Hamoglobinen ge- 
sondert als y- oder 6-Kette zu bezeichnen. Die hier geschilderten Befunde zeigen, 
daB eine Erweiterung der Nomenklatur aus praktischen Griinden vertretbar, vom 
Standpunkt der Strukturchemie der Proteine jedoch iiberflissig zu sein scheint, 
da simtliche Peptidketten im Hiaimoglobin homolog gebaut sind: Die schwere 
Trennbarkeit der Peptidketten findet hiermit eine einfache und plausible Deutung. 
Hierdurch wird eine alte Vermutung, daB das Hamoglobin aus 4 ,,Myoglobinen* 
besteht, in gewisser Hinsicht experimentell bestitigt. 


Im Hamoglobin A sind nunmehr insgesamt !/, der tryptischen Peptide in 
ihrer Position und '), der Aminosiure-Reste in ihrer Reihenfolge bekannt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die groBziigige 
Unterstiitzung der Arbeit, Fraulein B. Schrank, Fraulein K. Haselhorst und 
Herrn S. Silz fiir ihre wertvolle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Durch wechselseitige fermentative Spaltung konnte im Humanglobin A die 
Lage von fiinf N-terminalen tryptischen Peptiden und damit die Sequenz von 
40 Aminosauren in der x-Kette ermittelt werden. Aus diesen und friiheren Befunden 
ergibt sich, daB die x- und f£-Ketten der Haimoglobine eine homologe chemische 
Struktur besitzen. 


Summary 


By the use of peptic cleavage, the location of five tryptic peptides near the 
N-terminus of Human hemoglobin A was established. In addition, the sequences of 
these peptides and therefore a partial sequence of 40 amino acids in the «-chain of 
hemoglobin were determined. From this and earlier work it is evident that the 
a- and #-chains of the hemoglobins have homologous structures. 


Dr. G. Braunitzer, Max-Planck- Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethe- 
straBe 31. 


17 T. Hunt, Nature [London] 188, 1373 [1959]. 
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Uber die Maceration von Hefe, IE 
Von 
P. Ohimeyer, R. Grill und W. Riissmann 
Aus dem Leibniz Kolleg der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1960) 


In der I. Mitteilung! hatten wir gezeigt, daB das Protein der Alkohol- 
dehydrogenase (ADH)* an gewaschene Zellreste aus Trockenhefe 
gebunden ist, und das die Zellreste im Zusammenwirken mit léslichen 
und kochbestindigen Stoffen der Hefe ADH in Lésung schicken, ohne 
dabei die gebundene Fermentwirkung zu verlieren. Nach Ablauf des 
Vorgangs war mehr als das Doppelte der Ausgangsaktivitat hervor- 
gebracht. Diesen Vorgang, der die Ausbeute an ADH bei der Hefe- 
maceration nach Lebedew erklart, und der auch andere Fermente, z. B. 
Aldolase? betrifft, haben wir Entwicklung von Ferment genannt. 

Es erhob sich unter anderem die Frage, welche kochbestindigen 
Stoffe der Hefe diese Wirkung besitzen bzw. welche reinen Substanzen 
das Gemisch von Stoffen im Hefekochsaft vertreten kénnen. 

Wir fanden, daB Kochsaft vertreten werden kann durch ein Ge- 
misch von relativ viel ATP und relativ wenig DPN, und dab Zusatz 
dieser Nucleotide entbehrlich ist, wenn ein ProzeB abliiuft, der ATP in 
katalytischer Menge regeneriert, nimlich wenn Fructosediphosphat 
(FDP) in Gegenwart von wenig Kochsaft vergoren werden kann. 


Methodik 


Aus getrockneter Hefe (K.Schiesser, Memmingen) wurden die folgenden 
Praparate hergestellt: 

a) Feuchte Zellreste (in der I. Mitteil. als Prap. ¢ bezeichnet): Sediment 
aus einer Suspension im Verhaltnis 200 mg Trockenhefe auf 100 ml Wasser, das 
15° Glycerin enthalt. 

b) Trockene Zellreste: 3 g Trockenhefe wurden 7mal mit 50 ml Wasser 
auf der Zentrifuge gewaschen und zur Trockne an der Luft ausgestrichen. 

Hefekochsaft: Frische Hefe wurde iiber der Flamme in !/,, Gewichtsteil 
kochenden Wassers portionsweise eingetragen, ohne daB die Temperatur unter 80° 
sank. Der Uberstand auf der Zentrifuge wurde im Vak. iiber Calciumchlorid auf !/, 
seines Volumens eingeengt. So konzentriert war er im Kiithlschrank monatelang 
haltbar. 

* Verwendete Abkiirzungen: ADH = Alkoholdehydrogenase, ATP 
Adenosintriphosphat; DPN Diphosphopyridinnucleotid; FDP Fructose- 
1.6-diphosphat; JE = Jodessigsiure. 

1 T. Mitteil.: P. Ohlmeyer, D. Griinwedel u. E. Hahn, diese Z. 314, 6 
[1959]. 

2 P. Ohlmeyer, Naturwissenschaften 45, 245 [1958]. 
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Inkubationsansaitze enthielten im allgemeinen Zellreste aus 20 mg 
Trockenhefe; sie wurden je nach der Versuchsserie 2,5 oder 14 Stdn. bei 37° 
gehalten. 


Zur Bestimmung der Fermentwirkung vgl. das in der I. Mitteil. an- 
gegebene Verfahren. In der vorliegenden Arbeit ist jede Angabe einer Aktivitit 
(v = A E,_,- 10°) auf die Fermentmenge bezogen, die in der Inkubation aus 
100 y Trockenhefe hervorgegangen ist. 

Die Bestimmung von DPN erfolgte im manometrischen Gartest mit 20 mg 
trockenen Zellresten*. 1,0 m/ Fliissigkeit enthielt 168 ~Mol Glucose; 66 “Mol Na,K- 
Phosphat, py6,5; 4,7 uMol FDP; 2,1 wMolMgCl,. Temp.: 28°; Luft. In gewissen 
Grenzen ist die Gargeschwindigkeit iiber einen bestimmten Zeitraum nach Abzug 
des Blindwerts ohne DPN der zugesetzten DPN-Menge geradlinig proportional. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die schon bekannte Wirkung von Kochsaft auf Zellreste wird 
in Tab. la mit der Wirkung der Kombination von verdiinntem Koch- 
saft und FDP verglichen. Tab. 1 b dient dem Vergleich der Kombination 
mit den einzelnen Stoffen. Tab. le zeigt, daB die Fermententwicklung 
in Gegenwart von FDP durch Fluorid gehemmt wird, und gibt zudem 
Versuche mit ATP wieder. 


Tab. 1. Entwicklung von ADH aus trockenen Zellresten mit verschiedenen Zusatzen. 
Ansatz: 20 mg trockene Zellreste (entspr. 35 mg Trockenhefe) mit 0,2 ml Zusatzen. 
Zusatze: 0,1 ml Kochsaft (jeweils wie angegeben verdiinnt); 3,1 ~.Mol FDP-Na 
(aus Ba-Salz Boehringer) in 0,1 ml; 3,2 .Mol ATPNa,H,-4H,O (Boehringer) 
in 0,1 ml 0,13m Na,K-Phosphat, pH6,8; 0,1 ml 0,13m Na,K-Phosphat, pH6,8; 
0,05 ml 0,5m NaF. Nach 2,5stdg. Inkubation bei 37° wurde in 20 ml Glycerin- Wasser 
aufgenommen und davon 0,1 ml zur ADH-Bestimmung verwendet. 
Da die Haltbarkeit der trockenen Zellreste begrenzt ist, wurden fiir a, b und c drei 
gleichmaBig hergestellte Praparate verwandt. — Diese und alle folgenden Tabellen 
geben Mittelwerte an. 




















Inkubationsbedingungen “—" a 

a) RARETIIETD 5) So ae sl an Ge 4,5 6 
inkubiert mit: 

UI ee Se a Goo Se ae Bins) WS a oh 5,9 14 
Kochsaft (3:1) . See ea ee eee 8,4 14 
Kochsaft (1:5) +  Seeereree 9,0 14 
b) RMR Sees ses a de ee 6,4 12 
— aepe) tars see BG SoSete aes 6,3 12 
Peers os eee rcuha) seats ee 6,5 ll 
ee (1:20) + a 9,6 10 
c) SREP IRS TO wim os CPt ac: OG 6,4 22 
1) Mea ie a ee ee 7,4 10 
3 eon eee ee ee 7,9 10 
Kochsaft (1:20) + eer re 9,7 5 
Kochsaft (1:20) + FDP ......... 9,3 7 
Kochsaft (1:20) + FDP + NaF ..... 7,6 9 


3 Vgl. P. Ohlmeyer, Biochem. Z. 287, 212 [1936]. 
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Die Befunde der Tab. 1 legen folgende Vorstellungen nahe: 

1. FDP wird vergoren, und dieser Vorgang wird durch das Garungs- 
gift Fluorid gehemmt. Das hier benutzte Fermentsystem (trockene 
Zellreste) ist identisch mit der ,,Apozymase‘‘ H. v. Eulers, von der be- 
kannt ist (s. auch unten), da8 sie — bei Zusatz von DPN — Zucker 
vergirt. Und DPN ist im Kochsaft enthalten. 

2. Garung ist ursichlich an der Fermententwicklung beteiligt: 
Tritt in Gegenwart von Kochsaft FDP-Vergirung ein, dann wird die 
ADH-Aktivitait hoch gefunden; bei der durch NaF gehemmten Girung 
aber ist auch die Fermententwicklung reduziert. 

3. Girung hat diese Wirkung vermége des ATP, das in ihrem 
Verlauf aus Adeninnucleotid (im Kochsaft) erzeugt wird. 

4. Zusatz einer gréBeren Menge ATP macht also Garung entbehr- 
lich. Jedoch ist ATP allein fiir volle Fermententwicklung nicht zu- 
reichend. Ein wenig Kochsaft, also mindestens ein zweiter Faktor, 
ist dafiir noch erforderlich. 

In den folgenden Versuchen zeigen wir, dais der neben ATP be- 
notigte zweite Faktor DPN ist. Diese Serien wurden mit feuchten ge- 
waschenen Zellresten ausgefiihrt, und da Fermententwicklung am 
deutlichsten in der Lésung nach Inkubation zu erkennen ist, wurde das 
Ferment im Uberstand der Suspension nach Zentrifugieren gemessen. 
Dafiir waren die Zellreste 2,5 Stdn. inkubiert mit: Wasser; DPN; ATP; 
ATP + Kochsaft; ATP + DPN; ATP + DPN + Jodessigsiure. Es 
ergab sich, daB die mit ATP + Kochsaft erzielte Aktivitat auch mit 
ATP + DPN erzielt wird. 


Tab. 2. Fermententwicklung durch Inkubation mit ATP und DPN. 


Die Ansatze enthielten feuchte Zellreste aus je 20 mg Trockenhefe, inkubiert mit 

0,2 bzw. 0,23 ml Zusatzen. Die Zusitze von Kochsaft, ATP und NaF entsprechen 

der Tab. 1; 190 y DPN; Ansatz mit Jodessigsiure (JE): Zellreste mit 0,03 ml 

10-2m JE 30 Min. bei 22°, dann mit weiterem Zusatz auf 37°. Angabe der Aktivitat 
wie immer auf 100 y Trockenhefe als Ausgangspraparat bezogen. 














ATP + 
Zusatze Wasser] DPN im pon nay “ee DPN DPN 
saft +NaF] +JE 
Zahl der Ansatze 2 2 17 2 12 28 2 2 
Aktivitat (v) 4,5 5,0 7,3 5,0 12,4] 12,2] 12,0 5,1 


























Aus Tab. 2 ersieht man, daB8 der ProzeB mit ATP durch Fluorid 
praktisch nicht gehemmt wird. Das ist verstindlich, da im Gegensatz 
zu den Versuchen mit FDP eine Giarung nicht ablaufen mu (und iibri- 
gens mangels Substrats nicht eintreten kann). Aber Jodacetat verhindert 
einen Anstieg der Aktivitit iiber das Niveau, das mit Wasser und mit 
DPN ohne ATP gefunden wird. (Vgl. auch Tab. 4.) 


12° 
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Ist nun deutlich, da’ in Gegenwart von ATP Kochsaft durch DPN 
vertreten werden kann, so stellen sich noch drei Fragen: 

1. Wie erklirt sich das Auftreten von ADH in Lésung nach der 
Inkubation mit Wasser (v = 4,5) ? 

2. Wie kommt es, da ATP auch ohne DPN-Zusatz, submaximal 
zwar, aber doch wirksam ist (v = 7,3) ¢ 

3. Wie groB sind die optimalen Mengen von ATP und DPN, bzw. 
wie groB ist das Verhiltnis der beiden Faktoren, wenn sie maximale 
Wirkung haben sollen / 

Zur ersten Frage: Wasser und DPN allein, ferner ATP und ATP -- 
DPN in Gegenwart von Jodacetat ergeben praktisch den gleichen nie- 
drigen Wert (im Mittel v = 5,0); wenn also die Entwicklung verhindert 
ist, geschieht nur das, was auch bei Fehlen der entwickelnden Faktoren 
geschieht: Offenbar hat der Wasserwert als Blindwert mit Entwicklung 
nichts zu tun, er riihrt von priiformiertem Ferment her, das beim Waschen 
in den Zellresten verblieb und erst in der Inkubation zum Vorschein 
kommt. — Der Umstand, dal das vergiftete System die Aktivitit aus der 
Inkubation mit Wasser nie unterschreitet, besagt andrerseits, da die 
Jodacetat-Hemmung in unserer Anordnung nicht etwa auf vorgegebenes 
Ferment und seine Messung zu beziehen ist. 

Zur zweiten Frage: Der Wert, den ATP allein erbringt (v = 7,3), 
tritt nicht auf, wenn Jodacetat zugesetzt ist. Also wird man schlieBen, 
daB es sich beim Versuch mit ATP allein, in Abwesenheit von Jodacetat, 
um echte Entwicklung handelt; dann aber vermuten, daB das dafiir er- 
forderliche DPN aus den Zellresten stammt, wenngleich in einer Menge, 
die fiir maximale Entwicklung nicht ausreicht. 


Wieviel DPN aus den gewaschenen Zellresten noch hervorgehen kann, 
zeigen wir mit Hilfe des Girtests (vgl. Methodik). Dabei wurde DPN 
a) nach einer Inkubation von gewaschenen Zellresten mit ATP, b) in 
der Lésung nach Aufkochen einer Suspension von gewaschenen Zell- 
resten bestimmt. 


a) Zellreste aus 400mg Trockenhefe wurden mit 324Mol ATP in 5 ml 
Phosphatlésung 6 bzw. 13 Stdn. bei 37° inkubiert, dann mit 8 ml Wasser versetzt. 
Das Gesamtvolumen betrug 13 m/. Ein Teil dieser Suspension wurde 5 Min. auf 
90° erhitzt und in 0,4 m/ der abgekiihlten Lésung auf DPN analysiert (a 1). Von 
einem anderen Teil wurde nach Zentrifugieren der Uberstand auf Fermentaktivitat 
und (nach Erhitzen) auf DPN-Gehalt gepriift (a 2 mit 0,2 und 0,4 ml). Die Ferment- 
aktivitat betrug v = 11,2. (Vgl. den Mittelwert 12,2 fiir Inkubation iiber 14 Stdn. 
in Tab. 4.) 

b) Zellreste aus 200 mg Trockenhefe wurden in 3,8 ml Wasser suspendiert und 
5 Min. auf 90° erhitzt; DPN-Bestimmung in 0,2 und 0,4 ml. 


Nach Tab. 3 (a 2) enthalt der Uberstand aus 13stdg. Inkubation in 0,2 + 
0,4 m/l 0,5 + 0,95 = 1,45 y DPN; in 13 ml also 31,5 y. Da diese Gesamtmenge nun 
auf Zellreste aus 400 mg Trockenhefe zuriickgeht, den iiblichen Ansaitzen mit ATP 
(Tab. 2) aber 20 mg Hefe zugrunde liegen, enthalten diese Ansitze 31,5 x 1/95 ~ 
1,6 y DPN im Uberstand. — Praktisch der selbe Wert wurde nach 6stdg. Inkubation 
ermittelt. 
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Tab. 3. Bestimmung von DPN aus Zellresten nach 6stdg. (a 1) und 13stdg. (a 2) 
Inkubation mit ATP bzw. ohne Inkubation (b). Nahere Beschreibung im Text. 























Trockenpraparat I Trockenpraparat IT 
(Messung 60 Min.) (Messung 120 Min.) 
Kichwerte ry | a2 Kich- b 
wert 
Senin. 4 7 DPN 1,2 2,4 — — — 1,2 os — 
einge : 
8 ml Lésg. — — 0,4 0,2 0,4 — 0,2 0,4 
gemessen: mm*® CO, | 19 38 14 8 15 30 7 14 
berechnet: y DPN — — 0,88} 0,5 0,95} — 0,28} 0,56 




















Die analoge Rechnung fiir die erhitzte Suspension von nicht inkubierten Zell- 

resten (b) ergibt: 
7414 3,8 20 is ; 
1,2 x “3 02404 x oo = 0,53 » DPN. 

Es folgt, daB kalt gewaschene Zellreste beim Erhitzen auf 90° noch 
DPN abgeben, und dafi diese Menge nach einer Inkubation mit ATP 
dreimal gré8er ist. Unsere zweite Frage ist also beantwortet: Ein Ent- 
wicklungsansatz, dem lediglich ATP zugesetzt war, kann reagieren, weil 
er DPN aus den Zellresten erhiilt. 

Die geringe hier wirksame Menge DPN fiihrt auf die dritte Frage: 
Wie verhalt sich das AusmaB der Entwicklung von ADH zur Menge der 
reagierenden Faktoren ? Tab. 4 gibt Versuche wieder, in denen die Menge 
ATP (3,2 uMol) festgehalten und die Menge DPN variiert wurde. Die 
Inkubationszeit betrug 14 Stdn.; alle vergleichbaren Werte liegen daher 


| hoher als in Tab. 2. 


| Tab. 4. Abhangigkeit der ADH-Entwicklung von der DPN-Menge. Ansatz und 


Zusatze wie zu Tab. 2. 


























ATP 
Koch- e 
Zusatze Wasser| saft |+ DPN + DPN 
3:1) | (190 y)} 7h 
(3:1) wre 4 JE | — 0,73] 1,5 | 2,9y | 5,9y 123,57 
Zahld. Ansatze| 12 8 4 4 18 4 4 4 12 8 
Aktivitat (v) 46k 17,5 6,9 7,1) 12,2] 12,9] 14,1] 15,5] 16,1] 14,4 























Tab. 4 zeigt den Wirkungsanstieg mit ansteigender DPN-Konzen- 
tration. Betrachtet man den Ansatz ohne DPN-Zusatz als Wirkung der 
mit Zellresten vorgegebenen 1,6 y DPN (vgl. die Berechnung in Tab. 3) 
und addiert diesen Betrag zu den zugegebenen Betriigen, dann ergibt 
sich, daB 7—8 y DPN nahe an das Maximum der Wirkung heranfiihren, 
das mit Kochsaft zu erreichen ist. 
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Tab. 4 zeigt ferner, daf} bei langerer Inkubation auch der Wert av; 
dem Ansatz mit Wasser héher liegt, aber es bestitigt sich durch Jod- 
essigsiiure-Hemmung, daf} dieser Effekt offenbar nicht mit Entwicklung 
zu erklaren ist (vgl. Diskussion zu Tab. 2). 

Es bleibt die Frage nach dem Bedarf des Vorgangs an ATP. Hielten 
wir die DPN-Menge (11,8 y) fest und variierten die ATP-Konzentration, 
dann ergab sich nach 13stdg. Inkubation die Reihe in Tab. 5. 


Tab. 5. Abhangigkeit der ADH-Entwicklung von der ATP-Menge. Ansatze wie 

















zu Tab. 4. 
mg ATP als Zusatz 2,0 1,0 0,250 0,062 
Zahl der Ansitze 9 8 10 3 
Aktivitat (v) 17,0 13,2 11,6 8,8 








Man entnimmt der Tab. 5, daB mit 2mg ATP das Maximum der 
Fermententwicklung (mit Kochsaft v = 17,5) recht genau getroffen 
wurde. 

Dieses Verhiltnis ATP zu DPN 148t an den DPN-Gehalt frischer 
Bierhefe denken. Wir diirfen ihn, auf Trockensubstanz berechnet, nach 
einer friiheren Feststellung mit Miinchner Hefe‘* auf 1,5—2°/,, schatzen; 
der Bedarf im Entwicklungs-System mit 7—8 y auf 20 mg Trockenhefe 
erscheint also greifbar niedriger. 

Um so niher liegt die Frage, ob DPN in unseren Versuchen kata- 
lytische Wirkung hat oder ob es stéchiometrisch beteiligt ist. Kata- 
lytische Wirkung wiirde sich darin ausdriicken, daB bei stéchiometrisch 
hinreichender Menge ATP wenig DPN in langerer Reaktionszeit das Aus- 
maB von Fermententwicklung ergeben wiirde, das viel DPN rascher ergibt. 
Diesen Punkt soll Tab. 6 kliren. Hier laufen iiber maximal 16,5 Stdn. 
zwei Reihen mit ATP, deren eine nur die 1,6 y DPN aus den Zellresten, 
deren andere weitere 5,9 y DPN zur Verfiigung hat. 


Tab. 6. Entwicklung von ADH nach der Zeit; mit und ohne Zusatz von DPN. 
Ansatze wie zu Tab. 4. Mittelwerte aus je 4 Messungen. 























Reaktionszeit (Stdn.) 2 4 7 16,5 
Aktivitat (v) | 2mg ATP+5,9 yDPN 10,1 12,4 16,4 16,8 
2mg ATP 7,9 10,8 12,8 12,2 


Die Ansitze in Tab. 6, denen kein DPN zugesetzt war, haben nach 
6 Stdn. 1,6 y DPN aus Zellresten zur Verfiigung (vgl. S. 176); sie holen 
den Vorsprung der 1,6 + 5,9 y DPN in 6—16,5 Stdn. aber nicht ein: 
So spricht denn dieser Versuch deutlich fiir die stéchiometrische Be- 
teiligung des Coferments DPN bei der Entwicklung des Proteins der 
Alkoholdehydrogenase. 


"4 P, Ohl meyer, Biochem. Z. 297, 66 [1938]. 





diese 


wast 
kant 
tripl 
werd 


an L 


wen! 
Fluo 
So be 


sdure 


incub 
by a 
(DPN 
requil 

s 
suffic’ 
inhibi 
tation 
menta 

T 


iodoac 


Prof. L 








Bd. 320 (1960) Uber die Maceration von Hefe, II 179 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Férderung 
dieser Untersuchung sehr zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Im ProzeB der Entwicklung von Alkoholdehydrogenase aus ge- 
waschener Trockenhefe, den wir in Inkubationen mit Hefekochsaft er- 
kannten, kann der Kochsaft durch eine Kombination von Adenosin- 
triphosphat (ATP) und Diphosphopyridinnucleotid (DPN) vertreten 
werden. Der Bedarf an ATP ist sehr groB im Verhialtnis zum Bedarf 
an DPN. 

Kleine Mengen der Nucleotide (in verdiinntem Kochsaft) reichen aus, 
wenn Fructosediphosphat (FDP) anwesend ist. Dieses System wird von 
Fluorid gehemmt. Hier wird offenbar ATP aus FDP-Garung regeneriert. 
So bewirkt Giirung die Entwicklung von Garungsferment. 

Die Entwicklung von Alkoholdehydrogenase wird durch Jodessig- 
siiure vollig unterbunden. 


Summary 


Alcohol dehydrogenase is formed by washed, dried yeast when 
incubated with boiled yeast extract. The yeast extract can be replaced 
by adenosine triphosphate (ATP) and diphosphopyridine nucleotide 
(DPN). The requirement for ATP is very large in relationship to the 
requirement for DPN. 

Small amounts of the nucleotides (in dilute, boiled extract) are 
sufficient when fructose diphosphate (FDP) is present. This system is 
inhibited by fluoride, and apparently regenerates ATP by the fermen- 
tation of FDP. Thus fermentation can effect the production of a fer- 
mentation enzyme. 

The formation of alcohol dehydrogenase is totally inhibited by 
iodoacetate. 


Prof. Dr. P. Ohlmeyer, Leibniz Kolleg der Universitat, Tiibingen, Brunnenstr. 34. 
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Die quantitative enzymatische Dehydrierung von 
L(+)-Lactat fiir die Mikroanalyse * 
Von 
G. Gereken 
Aus dem Institut fiir normale und pathologische Physiologie der Universitat K6éln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1960) 


Die in den letzten Jahren angegebenen Methoden der Milchsiure- 
bestimmung mit Hilfe von Lactatdehydrogenase!-* zeigen neben 
groBen Vorteilen gegeniiber den bisherigen Methoden im praktischen 
Gebrauch fiir die serienmifige Milchsiureanalyse in _ biologischem 
Material noch einige wesentliche Nachteile. 

Die Schwierigkeit der enzymatischen Milchsiurebestimmung be- 
steht darin, das unter physiologischen Bedingungen auf seiten der Milch- 
siure liegende Rceaktionsgleichgewicht in Richtung auf die Brenz- 
traubensiure zu verschieben, im besten Fall eine vollstindige Um- 
setzung der Milchsiiure zu erreichen. 

Pfleiderer und Dose! verzichteten auf eine quantitative Umsetzung der 
Milchsiure und benutzten die Einstellung eines Gleichgewichts im alkalischen 
Bereich und bei konstanter Temperatur zur Messung. Sie erhielten bei Milchsaure- 
mengen von: 9,57 muMol/m/ Ansatz einen Umsatz von 69%, bei der zehnfachen 


Menge, dem héchsten Wert der angegebenen Eichkurve, jedoch nur noch einen 
Umsatz von 32°. Die Nachteile dieser Bestimmungsmethode sind also folgende: 

1. Geringere Empfindlichkeit gegeniiber einer Reaktion mit vollstandigem 
Substratumsatz. 2. Notwendigkeit, eine neue Eichkurve fiir jede frisch angesetzte 
Pufferlésung aufzustellen, da das Gleichgewicht von der H®-Konzentration be- 
einfluBt wird. 3. StUrung des Gleichgewichts durch Brenztraubensaure, die sich 
bei der Messung von Organextrakten von vornherein im Ansatz befindet. 


In den spiter erschienenen Arbeiten? 4 wird ein quantitativer 
Umsatz der Milchsiure durch Abfangen der gebildeten Brenztrauben- 
siure mit Hilfe eines Carbonylreagenzes erreicht. Das in erheblichem 
Uberschu8B benutzte Semicarbazid reagiert jedoch mit dem DPN zu 
einer Additionsverbindung, die zu einer laufenden Erhéhung der Leer- 
wertsextinktion fiihrt (Tab. 2). Zweitens wird in Gegenwart des Car- 
bonylreagenzes das gebildete DPNH durch Sauerstoff riickoxydiert, 
* Verwendete Abkiirzungen: LDH Lactatdehydrogenase; DPN und 
DPNH = oxydiertes bzw. reduziertes Diphosphopyridinnucleotid. 

1 G. Pfleiderer u. K. Dose, Biochem. Z. $26, 436 [1955]. 

2 H.-D. Horn u. F. H. Bruns, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 
378 [1956]. 

3 B. Hess, Biochem. Z. 328, 110 [1956]. 
4H. J. Hohorst, Biochem. Z. 328, 509 [1957]. 
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so daB die durch die Milchsiuredehydrierung entstehende Extinktions- 
zunahme langsam vermindert wird. Diese beiden Stérreaktionen miissen 
von der MeBreaktion abgezogen werden, will man zu exakten Aussagen 
iiber die vorgelegte Milchsiuremenge kommen. Fiir die Bestimmungs- 
methode der Fa. Boehringer (Mannheim) bedeutet die erstgenannte Stor- 
reaktion eine erhebliche Fehlerquelle, weil sie die MeBreaktion an Extink- 
tionszunahme iibertreffen kann und sich dieser Leerwertsgang wegen 
seiner Schwankung in parallelen Ansiitzen als Fehler nicht vollstandig 
eliminieren lift. Die zweite Stérreaktion wurde von Hohorst‘* durch 
Kvakuierung der Versuchsréhrchen ausgeschaltet. Bei der Methode ohne 
Vakuum ist es auch bei hoher Lactatdehydrogenase-Konzentration 
schwierig, den Endpunkt der MeBreaktion wegen der Uberlagerung 
der enzymatischen und nichtenzymatischen Reaktionen exakt zu 
erfassen. Die langen Reaktionszeiten bedeuten einen weiteren Nachteil 
(100—120 Min. 1.c.?, 4 Stdn. bei der Bestimmung im Vakuum‘). 


Durch die Wahl einer geeigneten Pufferlésung gelingt es, die be- 
schriebenen Nachteile zu beseitigen. Bei der systematischen Unter- 
suchung von Pufferlésungen im alkalischen Bereich erwies sich ein 
As,O,/NaOH-Puffer, wie er von Frahn und Mills® und in unserem 
Institut von Thorn und Busch® zur elektrophoretischen Trennung 
von Kohlenhydraten benutzt wird, allen anderen fiir die Milchsiure- 
bestimmung iiberlegen. Dieser Puffer erlaubt bei vollstindigem Milch- 
siureumsatz eine Herabsetzung der Carbonylreagenz-Konzentration 
um den Faktor 180 bzw. 90 der bisherigen Methoden. Damit tritt weder 
eine Extinktionsiinderung des Blindwertes noch eine Riickoxydation 
von DPNH auf. Anfangs- und Endpunkt der MeBreaktion sind konstant 
und unabhingig von der Zeit bestimmbar. Die Reaktion liuft bei den 
angegebenen Milchsiuremengen in 15—30 Min. ab. Fiir den Bereich 
von 3,6—54 muMol/m/ Ansatz wird eine Eichgerade aufgestellt. Die 
Standardabweichung der Einzelmessung betrigt 3,1°,. Zu biologischem 
Material zugesetzte Milchsiure wird quantitativ wiedergefunden (Tab. 5). 





Mit Hilfe dieser Methode werden Milchsiureanalysen im Kaninchen- 
herzmuskel und im Hundeblut des linken Ventrikels und des Sinus 
coronarius durchgefiihrt. Die Mittelwerte der arteriellen und vendésen 
Milchsiiurekonzentration betragen 0,416 + 0,116 mMol/I(N = 21) bzw. 
0,301 + 0,0677 mMol// (N = 16). Die in der Literatur’?-* angegebenen 
Milchsiurekonzentrationen im arteriellen Hundeblut liegen mit einer 
groBen Streuung im Mittel 3—4 mal so hoch. Das Gleiche trifft fiir die am 


5 J. L. Frahn u. J. A. Mills, Austral. J. Chem. 12, 65 [1959]. 

6 W. Thorn u. E. W. Busch, Biochem. Z., in Vorbereitung. 

? W. T. Goodale u. D. B. Hackel, Circulat. Res. 1, 509 [1953]. 

8 D. B. Hackel, W. T. Goodale u. J. Kleinerman, Circulat. Res. 2, 169 
[1954]. 
‘© W. Lochner, H. Mercker u. M. Nasseri, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 286, 365 [1959]. 
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Menschen gefundenen Werte von Bing et al.!° zu. Ein niedriger arterieller 
Milchsiiurespiegel gibt die normalen Stoffwechselverhiltnisse fiir die 
Ruhe am besten wieder, héhere Werte sind durch den Tierversuch 
bedingt (Excitation, schlechte Spontanatmung). Der tiefe arterielle 
Milchsiiuregehalt fiihrt auch zu einer geringen arteriovenédsen Milch- 
siiuredifferenz des Herzens (Mittel 0,115 mMol/l). Damit diirfte unter 
Ruhebedingungen die Milchsiiureaufnahme des Myocards wesentlich 
geringer sein als sich aus den zitierten Arbeiten’—!° ergibt. Erst bei 
héherem Milchsiiureangebot ist eine gréBere arteriovenése Differenz 
zu erwarten® !°, Zu diesen Fragen wird in einer anderen Publikation 
Stellung genommen. 

Eine ausfiihrliche Darstellung der Milchsiurekonzentration im 
Kaninchenherzmuskel im Zusammenhang mit anderen Metaboliten 
findet sich in den Arbeiten von Thorn und Mitarbeitern! ?. 


Fraulein Barbara Miildener danke ich fiir ihre Mithilfe. 


Methodik 


Hauptreaktion: L(+)-Lactat + DPN® <> Pyruvat + DPNH + H® 
Hilfsreaktion: Pyruvat + Hydrazin —+ Pyruvathydrazon 


Substanzen: 

Lésung 1: 1£-Natriumlactat, pur. 0,718 «Mol/ml (Fluka AG, Buchs SG, Schweiz). 

Lésung 2: 0,1m As,O, in 0,132 NaOH (19,8 g As,O3, 65 ml 2n NaOH carbonatfrei, 
bidest. Wasser ad 1 /, Aufbewahrung unter CO,-AusschluB), py 9,6. 

Lésung 3: DPN, reinst (Boehringer Nr. 15300) 20 mg/ml bidest. Wasser. 

Lésung 4: Hydrazinsulfat, Merck 4603, 0,1m, neutralisiert mit 2n NaOH. 


Lésung 5: LDH (Boehringer Nr. 15145), 5 mg/ml, vor Gebrauch 1:1 verdiinnt und 
neutralisiert mit etwa 0,25 proz. Ammoniak-Lésung. 


Testzusammensetzung: 
0,02—0,3 m/l Eichlésung (1), 0,2 ml DPN-Lésung (3), 0,1 ml Hydrazin- 
sulfat-Lésung (4), 0,05 ml LDH-Lésung (5) und Lésung 2 ad 4,00 ml. 


Die Messung der Extinktionszunahme durch das bei der Hauptreaktion ge- 
bildete DPNH erfolzt bei 366 my oder bei 340 mu (Photometer Eppendorf bzw. 
Beckman-Spektralphotometer, Modeil B). Die Schichtdicke der Quarzkiivetten 
betragt 2cm. Das Einstellen einer konstanten Temperatur ist wegen der voll- 
standigen Umsetzung nicht erforderlich. Die Reaktion wird entweder mit Ferment 
oder mit Substrat ausgelést. Der Endpunkt gilt als erreicht, wenn mindestens iiber 
5 Min. keine Extinktionsinderung stattfindet. Die Konstanz des Endwertes wurde 
bis 114 Stdn. gepriift. Bei der Fermentauslésung ist zu beachten, daB die Ferment- 
zugabe zu dem Reaktionsgemisch ohne Lactat bereits eine geringe Extinktions- 
zunahme hervorruft, die in einem 2. Ansatz ohne Lactat zu bestimmen ist. Sie 
betragt etwa AH = 0,008—0,014 und ist nach 8—10 Min. beendet. Werden bei 
Auslésung durch Substrat mehr als 0,1 ml Substrat-Lésung verwendet, so ist in 


10 R.J. Bing, A.Siegel, A. Vitale, F. Balboni, E.Sparks, M. Taeschler, 
M. Klapper u. 8. Edwards, Amer. J. Med. 15, 284 [1953]. 

1 W. Thorn, J. Heimann, B. Miildener, W. Isselhard u. G. Gercken, 
Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 269, 214 [1959]. 
122, W. Thorn, W. Isselhard u. B. Mildener, Biochem. Z. 881, 545 [1959]. 
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cinem 2. Ansatz mit dem gleichen Volumen einer milchséurefreien Lésung die 
Abnahme der Leerwertsextinktion durch die Verdiinnung festzustellen. 

Fiir die Berechnung werden die molaren Extinktionskoeffizienten des 
DPNH 6,22-10-® bei 340 my und 3,30-10-® bei 366 mu zugrunde gelegt. Die 
Umrechnung ergibt, daB 1g Milchsiure/m/ Testansatz bei 340 mu eine Ex- 
tinktionszunahme von A F = 0,138, bei 366 my von A EF = 0,073 bewirkt. Es 
kénnen also bei 340 mu Milchsiuremengen von 0,2 ug/ml noch ausreichend genau 
bestimmt werden. 

Zur Eichung wurde die Lactat-Konzentration der Lésung 1 nach Barker 
und Summerson? bestimmt. Das Mittel aus 8 Bestimmungen betrug 0,718 +- 
0,0136 uMol/ml. Zur Kontrolle wurde eine eingewogene pL-Lithiumlactat-Menge 
(100 ug Milchséure/ml) mitbestimmt. Die wiedergefundene Menge aus 3 Bestim- 
mungen betrug 100,5 ug/ml. 


Tab. 1. Eichung der Bestimmungsmethode. 
(Die Eichlésung enthielt 0,718 «Mol L-Natriumlactat/ml.) 

















eingesetztes Lactat Zahl sittin gefundenes 
ml Eichlisung/ myMol/ml d. ~ ie Lactat 
4 ml Ansatz Ansatz Best. myMol/mlAnsatz 

Messung bei 366 mu 

0,020 3,6 4 0,023 3,5 

0,025 4,5 6 0,031 4,7 

0,050 9,0 4 0,059 8,9 

0,075 13,5 4 0,087 13,2 

0,100 18,0 7 0,116 17,6 

0,200 36,0 3 0,231 35,0 

0,300 54,0 3 0,344 52,2 
Messung bei 340 mu 

0,025 4,5 2 0,050 4,0 

0,050 9,0 3 0,103 8,2 

0,100 18,0 3 0,205 16,5 














Der Mitteiwert aus den 31 Bestimmungen bei 366 mu (Photometer Eppendorf) 
betragt 99,1 + 3,1% der vorgelegten Milchsiuremenge. 

Die Abbildung gibt die Reak- 
tionsgeschwindigkeit fiir verschie- 
dene Lactat-Konzentrationen wie- 
der, gemessen im Beckman Spek- 
tralphotometer bei Zimmertempe- 
ratur. Die Endpunkte sind nach 
15—30 Min. erreicht. Fiir die Be- 
stimmung der Milchsaure im Blut 
oder Gewebe wurde mdglichst so 
viel Extrakt einpipettiert, daB der 
Endpunkt nach 20—35 Min. er- 
reicht war. 

















Reaktionsablauf fiir Lactat-Kon- 
zentrationen von 4,5 (a), 9,0 (b) und 
18,0 (c) muMol/ml Testansatz. 


13S. B. Barker u. W. H.Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 

















G. Gercken, 





Vergleich 
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In Tab. 2 werden die Bestimmungsansatze ohne Lactat nach Hohorst?# (1), 1. Mi 
der Fa. Boehringer (2) und der vorliegenden Arbeit (3) miteinander verglichen. Mai 
erkennt, daB bereits die DPN-Zugabe zu Puffer und Carbonylreagenz im Falle | 
und 2 eine laufende Extinktionserhéhung auslést, die bei Methode 2 fiir die an- anal 
gegebene Reaktionszeit wesentlich gréBer werden kann als die der eigentlichen rural 
MeBreaktion. Diese Extinktionszunahme laBt sich durch eine Leerwertsbestimmung how: 
neben den Analysen nicht vollstandig eliminieren, da sie in parallelen Ansatzen einer 
unterschiedlich hoch gefunden wird, z. B. betrug die gréBte Differenz der Ex- nach 
tinktionszunahme in 8 Bestimmungsansaitzen AH = 0,017 bei 366 my und Sinus 
A E = 0,026 bei 340 my. Dieser Fehler muB sich in den Analysen entsprechend der betru; 
vorgelegten Lactat-Menge bemerkbar machen. Die Einzelwerte von 8 Milchsaure Blots 
Analysen (5 ug/Ansatz) schwankten um 23°. AuBderdem blieben alle Werte unter wardé 
90°, der EKinwaage. Die groBte Extinktionszunahme war nach 40—50 Min. erreicht, tralia 
danach fiel die K.xtinktion langsam ab. Fiir die Methode nach Hohorst? ergibt sich Milch: 


ebenfalls kein konstanter Ausgangswert, wenn die Veranderung auch lange nicht 
so groB ist wie nach Methode 2. Die Bestimmung ohne Vakuum einer Milchsaure- 
menge von 0,526 «Mol/Ansatz ergab, daB der Endwert der enzymatischen Reaktion 
bereits nach 15 Min. erreicht wurde und sich dann die Riickoxydation von DPNH 
bemerkbar machte. Nach 30—35 Min., der Zeit, die Hohorst* zur Ablesung angibt, 
ist eine Abnahme um 5°,,, nach 60 Min. um 13,5% eingetreten. Da fiir die Be- 
stimmung nach Horn und Bruns? die gleichen Voraussetzungen gelten, sind die 
beiden Stérreaktionen in gleichem Mae anzunehmen. Bei der eigenen Methode tritt 
lediglich nach Fermentzugabe eine Extinktionsanderung um A £ = 0,014 baw. 
0,018 auf (Fermentsprung). 10 Min. nach Fermentzugabe ist ein konstanter Aus- 
gangswert erreicht. 


Tab. 2. Vergleich der Methoden nach Hohorst* (1) und der Fa. Boehringer (2) 
mit der eigenen (3). Die Ansatze enthielten kein Lactat. 




















E366 E349 
be | 3 ij 2 | 3 
Puffer + Carbonylreagenz | 0,053 0,075 0,049 0,132 0,061 0,060 
DPN-Zugabe 1 Min. 0,101 0,190 0,095 0,281 0,570 0,232 
Bi nas 0,103 0,199 | konst. 0,620 konst. 
10... 0,104 0,208 0,655 
LD 4) 0,106 0,217 0,702 
| on 0,107 0,226 0,743 
2D isp 0,109 0,233 
30 45 0,111 0,300 
Fermentzugabe 5 ,, ; 0,122 0222 0,107 0,329 0,616 0,245 
1 4; ; 0,124 0,229 0,109 0,638 0,250 
iB: 4, | 0,126 0,237 konst. 0,662 konst. 
BO s 0,128 0,244 
25 | 0,130 0,250 
BO + 0,132 0,256 0,342 








Die Untersuchung der Verwendbarkeit verschiedener Carbonylreagentien er- 
gab, daB bei der eigenen Methode Hydrazinsulfat durch die gleiche Konzentration 
Hydroxylaminhydrochlorid ersetzt werden kann, ohne daB sich der Testablauf 
andert. Von Semicarbazidhydrochlorid war die 10fache Konzentration im Be- 
stimmungsansatz fiir einen vollstaindigen Umsatz erforderlich. Kaliumeyanid und 
Phenylhydrazin waren ungeeignet. In den iibrigen Pufferlésungen lieB sich die 
Carbonylreagenz-Konzentration auch bei Verwendung von Hydrazin nicht so weit 
senken, daB die Stérreaktionen ausgeschaltet waren. 





Tab. ¢ 
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Anwendung 
1. Milchsaurebestimmung im Hundeblut aus dem linken Ventrikel und 
dem Sinus coronarius 

Hunde von 18—23 kg Gewicht wurden mit 50 mg Pernocton/kg nach Rein 
und Schneider™ narkotisiert. Von einem groBen Ast der linken Art. femoralis 
wurde ein Katheter unter Réntgenkontrolle in den linken Ventrikel vorgeschoben, 
bzw. in den Anfangsteil der Aorta ascendens. Ein weiterer Katheter wurde von 
einem Ast der rechten Vena jugularis ext. in den Sinus coronarius gelegt (Technik 
nach Goodale et al.15). Zu gleichen Zeiten wurden aus dem Ventrikel und dem 
Sinus coronarius Proben von etwa 1 m/l Blut gewonnen. Bei mehreren Entnahmen 
betrugen die Abstande zwischen den einzelnen Blutentnahmen 10—15 Min. Das 
Blut wurde mit der 6fachen Menge 0,333m HClO, enteiweiBt und extrahiert. Es 
wurde 10 Min. hochtourig zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 2x KOH. neu- 
tralisiert und das in der Kalte ausgefallene KCIO, abzentrifugiert. Die so gemessenen 
Milchsaure-Konzentrationen sind in Tab. 3 zusammengefaBt. 


Tab. 3. Milchsiuregehalt in mMol/l im Hundeblut aus dem linken Ventrikel und 
dem Sinus coronarius. 








Tier Nr. arteriell venos | Tier Nr. | arteriell venos 
8 0,332 0,328 | 12 0,363 0,282 
9 0,258 0,251 0,481 0,290 

0,386 0,365 0,586 0,313 
0,341 0,276 0,727 0,312 
0,344 0,201 0,513 0,332 
11 0,326 15 0,330 0,402 
0,386 16 0,624 0,353 
0,371 18 0,360 0,174 
0,335 19 0,432 0,420 
0,370 20 0,503 0,287 
14 0,378 0,235 




















Die Differenz der auf S. 181 angegebenen Mittelwerte ist sehr signifikant 
(1% -Vertrauensgrenze nach der ¢t-Verteilung). 


2. Milchsaurebestimmung im Herzmuskel von Kaninchen 

Die Kaninchen wurden mit 25proz. Urethanlésung narkotisiert (4 ml/kg 
K6rpergewicht). Die Herzen wurden bei den ersten 5 Tieren innerhalb 6—15 Sek. 
dem Thorax entnommen und in fliissiger Luft eingefroren. Zur Aufarbeitung wurden 
sie im Starmix unter Kohlensaureschnee zerschlagen und mit 0,333m HClO, im 


Tab. 4. Milchsiuregehalt im Kaninchenherzmuskel in sMol/g Frischgewebe. 
a) Nulltiere, b) Tiere 1 Stde. mit O, beatmet, c) Tiere ohne Narkose geképft, 
Herzen nach 10 Min. schwach schlagend aus dem Thorax entfernt. 














a b ec 
Tier Nr. uMol/g Tier Nr. uMol/g | Tier Nr. uMol/g 
315 1,82 332 1,86 396 28,8 
318 4,22 334 2,34 398 30,2 
319 1,47 








4-H. Rein u. D. Schneider, Klin. Wschr. 13, 870 [1934]. 
15 W.T. Goodale, M. Lubin, J. E. Eckenhoff, J. H. Hafkenschiel u. 
W. G. Banfield, Amer. J. Physiol. 152, 340 [1948]. 
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Tissue Grinder homogenisiert und enteiweiBt. Nach Extraktion wurde 10 Min. hoc!:- 
tourig zentrifugiert und der Uberstand mit 2n KOH neutralisiert. Das KCIO, wurde 
nach Kinfrieren und Wiederauftauen des Extraktes abzentrifugiert. 

Zur Kontrolle der Milchsiure-Bestimmung im biologischen Substrat wurde 
den Kaninchenherzextrakten vor der Messung eine bekannte Lactatmenge zu- 
gesetzt. Tab. 5 zeigt die Ergebnisse von Einzelanalysen. Die zugesetzte Milchsaure- 
menge wurde mit geringer Streuung wiedergefunden. 


Tab. 5. Milchsiure-Bestimmung in Herzmuskelextrakten bei Zusatz von 3,23 ug 
L(+ )-Milchséure/Ansatz. 




















aeidee Gesamt- | Extrakt- Wiedergefundene Menge 
Tier Nr. ; 
Milchsaure (ug) LE % 
315 6,49 3,34 3,15 97,5 
318 7,95 4,95 3,00 93,0 
319 8,22 5,08 3,14 97,2 
332 7,95 4,86 3,09 95,7 
334 7,67 4,38 3,29 102,0 























Zusammenfassung 


L(+-)-Milchsiure wird mit Hilfe von Lactatdehydrogenase durch 
photometrische Messung der DPNH-Absorption bestimmt. In 
As,0,/NaOH-Puffer mit Zusatz von Hydrazinsulfat verlaiuft die Re- 
aktion quantitativ ohne die Stérreaktionen der bisher verdffentlichten 
Methoden. Fiir Lactat-Mengen von 3,6—54 muMol/ml Ansatz wird eine 
Eichgerade aufgestellt. Die Standardabweichung der Einzelmessung 
betragt 3,1%. 

Im Hundeblut des linken Ventrikels und des Sinus coronarius 
werden Milchsiure-Konzentrationen von 0,416 + 0,116 bzw. 0,301 + 
0,0677 mMol// gefunden. Im unbelasteten Kaninchenherzen betragt der 
Milchsiuregehalt 1,5—4 Mol/g Frischgewebe. 


Summary 


The enzymic determination of L(+-)-lactic acid with lactic dehydro- 
genase, in which the DPNH is measured spectrophotometrically, has 
been performed in As,O,/NaOH buffer with the addition of hydrazine 
sulphate. This gives a quantitative conversion with none of the inter- 
fering reactions reported for the other methods. 

A straight line standard curve is obtained for the range 3.6—54 
m-umole/ml. lactate. The standard variation of individual measurements 
is 3.1%. 

Lactic acid concentrations of 0.416 + 0.116 and 0.301 + 0.0677 
m-mole/l. have been found in dog’s blood from the left ventricle and 
the coronary sinus respectively. The concentration of lactic acid in 
normal, unexcited rabbit heart is 1.5—4 umole/g. fresh tissue. 


Dr. G. Gercken, Institut fiir normale und pathologische Physiologie der 
Universitat, Kéln, Robert-Koch-StraBe 39. 
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Vergleichende papierchromatographische Untersuchungen 
der Harnkolloide, der Mucoproteidmatrix von Nierensteinen 
und von Mucoproteidgelen aus dem Nierenbecken 
Von 
H.-J. Dulee 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. Dr, rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Marz 1960) 


Im Nierenbecken werden von Chirurgen bisweilen plastische Massen 
gefunden, die man als Eiweibsteine bezeichnet, obwohl ihnen eine Hart- 
substanz im engeren Sinne fehlt. Es handelt sich nach histochemischen 
Untersuchungen um Mucoproteidgele, in die lediglich zahlreiche Einzel- 
kristalle ungeordnet eingelagert sind!. Es ist méglich, daB sie unter 
pathologischen Bedingungen aus léslichen Harnkolloiden, die sich 
gréBtenteils aus Mucopolysacchariden® * und serumidentischen Albu- 
minen und Globulinent zusammensetzen, durch Symplexbildung ent- 
stehen, etwa in der Weise, wie sich durch Dialyse gewonnenes Harn- 
kolloid* oder Chondroitinschwefelsiure® mit essigsiureléslichem Kol- 
lagen zu einem unldslichen Mucoproteidgel verbindet. Boyce® glaubt 
sogar ein Mucoproteid gefunden zu haben, das nur im Harn Steinkranker 
vorkommen und mit Calciumionen unlésliche Komplexverbindungen 
geben soll. 

An einen Ubergang dieser Gele im Nierenbecken in Harnsteine ist 
gedacht worden, weil der Harn durch pathologische Ubersattigung’ und, 
wenn die Gele iiber Austauschereigenschaften verfiigen wiirden, selbst 
ohne Ubersattigung eine Inkrustation unterhalten kann. Unterstiitzt 
wird diese Annahme durch den mikroskopischen Nachweis von Calcium- 


1 H. Ue bel, Urol. int. 7, 113 [1958]. 

2H. Franke, Habilitationsschrift, Koénigsberg 1943; C. Th. Moerner, 
Skand. Arch. Physiol. 1, 210 [1889]; G. P. Kerby, J. clin. Invest. 84, 1738 [1955]; 
N. Diferrante u. C. Rich, Clin. chim. Acta 1, 519 [1956]; H. Franke, Verhandlg. 
Wiener InternistenkongreB 1943. 

3 H. Masamune, S. Hakomori, O. Masamune u. S. Takase, Tohoku 
J. exp. Med. 64, 67 [1956]. 

4 T. Webb, B. Rose u. A. H. Sehon, IV. Internationaler KongreB8 fiir Bio- 
chemie, Wien 1958. 

5 D. 8. Jackson, Biochem. J. 54, 638 [1953]. 

6 W. H. Boyce, F. K. Garvey u. C. M. Norfleet, Amer. J. Med. 19, 87 
[1955]. 

7 H. Schade, Miinchener med. Wschr. 56, 77 [1909]; 58, 723 [1911]. 

* Unverdffentlichte eigene Untersuchungen. 
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oxalat- und Phosphatkristallen in solchen operativ entfernten Muco- 
proteidgelen! und durch in-vitro-Inkrustationen von Fibringerinnseln 
mit Urat?, von Kollagen-Chondroitinschwefelsiiure-Symplexen mit Cai- 
ciumoxalat* und Phosphat® und von entkalkter Knochengrund- 
substanz mit Caleciumphosphat®. Gegen diese Annahme spricht, daB in 
den bisher beobachteten Fiillen die Kristalle immer ungeordnet lagen’. 


Wenn es zutrifft, dal die als EiweiBsteine bezeichneten Mucopro- 
teidgele Vorstadien von Harnsteinen sind, miiBten sie ihnlich wie dic 
Steinmatrix zusammengesetzt sein. Hier kniipfen unsere Untersuchungen 
an. Wir verglichen qualitativ die Aminosiiuren- und Kohlenhydratzu- 
sammensetzung von Mucoproteidgelen und von Mucoproteidmatrix ver- 
schiedener Nierensteinarten miteinander. Gleichzeitig priiften wir, welche 
qualitativen Unterschiede in der Bausteinzusammensetzung zwischen 
diesen unléslichen Gelen und léslichen Harnkolloiden bestehen. Einzelne 
papierchromatographische Untersuchungen von Steinmatrix und Harn- 
kolloiden sind bereits friiher*: 1°-18 durchgefiihrt worden. 


Methodik 


Uns standen zwei operativ entfernte etwa kirschgroBe Mucoproteidgele 
zur Verfiigung. Im Zentrum des einen lag ein erbsengroBer Calciumoxalatstein. 
Die Mucoproteidgele trockneten wir unvorbehandelt iiber Silicagel. 

Die Steinmatrix untersuchten wir bei reinen Uratsteinen (5 Stiick), reinen 
Calciumoxalatsteinen (8 Stiick) und Calciumphosphat-, Calciumcarbonat- und 
Magnesiumammoniumphosphat-Mischsteinen (3 Stiick). 

Je etwa 10g der pulverisierten Steine versetzten wir, um die Hauptmenge 
sdureléslicher Salze zu entfernen, mit 10 ml 2n HCl, schiittelten, zentrifugierten 
und saugten ab, wiederholten den Vorgang noch dreimal und wuschen schlieBlich 
mit dest. Wasser mehrmals nach, bis das beim Zentrifugieren Uberstehende neutral 
reagierte. Den Riickstand, der auf diese Weise zum gro8en Teil aus Mucoproteiden 
bestand, trockneten wir iiber Silicagel. 

Harnkolloide stellten wir aus je 1000 ml Harn eines Gesunden und eines 
Steinkranken, der keine nachweisbaren Entziindungen der Harnwege hatte, aber 
seit Jahren beiderseits Oxalatsteine bildete und verlor, her. 

Den Harn zentrifugierten wir kérperwarm. Den Uberstand dialysierten wir 
48 Stdn. in Cellophanschliuchen gegen flieBendes Leitungswasser, anschlieBend 
4Stdn. gegen dest. Wasser und engten schlieBlich im Vak. auf 10,0 ml ein. Ein 
gegen Ende des Einengens auftretender Niederschlag aus Calciumcarbonat wurde ab- 
zentrifugiert und das stark viskose Uberstehende iiber Silicagel im Vak. zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. Wir erhielten bei normalem Harn 310 mg Kolloid/I, 
beim Steinkrankenharn 900 mg Kolloid/I. 


8 A. E. Sobel u. M. Burger, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 87, 7 [1954]. 

9 H. Thiele u. H. Krénke, Naturwissenschaften 42, 389 [1955]. 

10 W. H. Boyce u. N. M. Sulkin, J. clin. Invest. 35, 1067 [1956]. 

u J. St. King jr., u. W. H. Boyce, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 95, 183 [1957]. 

12 G. Gasser, K. Brvuner u. A. Preisinger, Z. Urol. 49, 148 [1956]. 

13 A. J. Anderson u. N. F. MacLagan, Biochem. J. 59, 638 [1955]. 

* Kin Chondroitinschwefelsiure-Kollagen-Symplex, den wir abwechselnd 
mit 0,002m Calciumchloridlésung und 0,001m Kaliumoxalatlésung behandelten, 
nahm in 12 Tagen pro 100 mg Trockensubstanz 2,5 mg Calcium und 3,9 mg Oxalat 
auf, 
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In allen Trockensubstanzen bestimmten wir den Aschegehalt durch Gliihen 
bei 700° und den Stickstoffgehalt nach Kjeldahl. Die aschefreie Trockensubstanz 
(ATS) betrachteten wir, mit Ausnahme bei Urat- und Oxalatsteinen, als Muco- 
proteidmatrix und rechneten den in der Trockensubstanz bestimmten Stickstoff- 
gehalt auf ATS um (Tab. 1). Der Stickstoffgehalt der Uratsteine kann wegen der 
Anwesenheit von Harnsiure nicht als Mucoproteid-Stickstoff angesehen werden. 
Der Stickstoffgehalt der Oxalatsteine stammt zwar von Mucoproteiden, im Asche- 
gehalt ist aber der Oxalatrest nicht erfaBt und deshalb berechnet man auf ATS 
einen zu niedrigen Mucoproteid-Stickstoffgehalt. Wir haben deshalb, da die Gliih- 
riickstande bei den Oxalatsteinen fast ausschlieBlich aus Calciumoxyd bestanden, 
vom Aschegehalt auf den Calciumoxalatgehalt umgerechnet und den in der Trok- 
kensubstanz ermittelten Stickstoffgehalt auf calciumoxalatfreie Trockensubstanz 
bezogen. Auf diese Weise erhielten wir naherungsweise den Mucoproteidstickstoff 
der Oxalatsteine (Tab. 1). 

Die Asche bei den Mucoproteidgelen, Urat- und Mischsteinen bestand haupt- 
sichlich aus Calcium und Phosphat und wenig Sulfat, die der Harnkolloide vor- 
wiegend aus Calcium und Sulfat. Im HCl-Hydrolysat von normalem Harnkolloid 
ermittelten wir flammenphotometrisch 2,45°,, und in dem Harnkolloid von Stein- 
kranken 16,99°,, der Trockensubstanz Calcium. In den gleichen Hydrolysaten 
fanden wir mit der Methode von Fromageot™ bei normalem Harnkolloid 5,61°, 
und bei Steinkranken-Harnkolloid 8,45°,, der Trockensubstanz Sulfat. 


Tab. 1. Analysen der HCl-vorbehandelten Nierensteine der Mucoproteidgele und 

Harnkolloide. Es sind die Mittelwerte von Doppelbestimmungen mit ihren absoluten 

mittleren Fehlern angegeben. (TS = Trockensubstanz, ATS = aschefreie Trocken- 
substanz.) 


























a) o> & 
» | 2 | Bs 
a=} = 3 = = @ = 
Pehla g Zz ” 5 a 
wa ie! & | aa) 2 s i338 
Ze | ak = eX 5 2 ias 
Es aa § gc = a 2S 
\S21821 2 (€4| 2 R |e 
| ao Tn = = 5 S ° as 
Asche (% TS) 6,03| 31,5 | 38,0 7,8 7,5 | 36,0 | 55,5 
+0,0 +1,1 +18 +0,1 +0,0 +0,8 = 1,6 
Stickstoff (°% TS) . 5,7 4,8 6,2 | 10,0 | 30,2 1,7 4,4 
+0,1 | +0,1 | +0,0 | +01 | +1,9 | +00 | +0,3 
Stickstoff (°,, ATS) 6,2 7,0 10,0 10,8 5 a | 9,5* 9,9 
(2,7) 





* Dieser Wert ist auf calciumoxalatfreie Trockensubstanz bezogen. Der Stickstoffgehalt in 
°> ATS ist in Klammern angegeben. 


Je 50 mg der Trockensubstanz hydrolysierten wir 2 Stdn. mit 2,0 ml 5n H,SO, 
bei 105° im Bombenrohr’. In Vorversuchen priiften wir, da zwischen 1 und 
2 Stdn. die Hydrolyse optimal war und Uronsaure nicht zerstért wurde. Anschlie- 
Bend neutralisierten wir mit Calciumcarbonat!®, zentrifugierten ab und extrahierten 
zweimal den Riickstand mit 2,0 m/ Wasser. Den vereinigten Uberstand engten wir 
im Vak. auf 2,0 mi ein. Davon trugen wir 0,2—0,4 m/ zur Analyse der Kohlen- 
hydratbausteine und 0,05 ml—0,1 ml zur Analyse der Aminosaiuren auf Papier 
Schleicher & Schiill 2043b auf. 


4 C. Fromageot in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology, Vol. II, 8. 324, Acad. Press Inc. Publ., New York 1955. 
18 K. Krisch, diese Z. 311, 131 [1958]. 
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Lésungsmittel fiir Zuckerchromatogramme: Pyridin/Essigester/Kis- 
essig/Wasser 5: 5:1: 3. Zur Sittigung der Atmosphiére Pyridin/Essigester/Wasser 
11: 40:6. Absteigende Durchlaufchromatographie, Laufzeit 13 Stdn., Temperatur 
22° (1. c.1¢). 

Der 40 cm lange Papierstreifen wurde zunichst in das GefaB gehingt, und 
erst nach 1 Stde. das Chromatogramm gestartet. Das fertige Chromatogramm eni- 
wickelten wir nach Lufttrocknen und Bespriihen mit Anilinphthalat im Trocken- 
schrank bei 105° (1. c.1”). AnschlieBend werteten wir unter der UV-Lampe aus. Zur 
Identifizierung lieBen wir Leitsubstanzen mitlaufen, die chromatographisch einheit- 
lich waren. Aufgetragen wurden etwa 50 y der einzelnen Leitsubstanzen. Die Be- 
zugsgréBe war &,;, bezogen auf die Laufstrecke der Glucose = 1,0. 


Lésungsmittel fiir die Aminosiurenchromatogramme: Phenol/Wasser 
gesaittigt. Aufsteigende Chromatographie, Laufzeit 15 Stdn., Temperatur 22° (1. ¢.18). 


Die Lésungsmittelfront lief eine Strecke von etwa 40 cm. Nach dem Trocknen 
wurde das Chromatogramm mit Ninhydrin-Reagenz bespriiht und bei 80° im 
Trockenschrank entwickelt. Zur Identifizierung lieBen wir ein Gemisch von Leit- 
substanzen mitlaufen,das amStartpunkt etwa 50 y der einzelnen Aminosauren ent- 
hielt. Die von uns erhaltenen Ry- und R,-Werte der Leitsubstanzen entsprachen 
mit geringen Abweichungen denen, die in der Literatur bekannt sind? 16, 19, 


irgebnisse 


Der Mucoproteid-Stickstoffgehalt der Gele betrug 10—10,8% der 
aschefreien Trockensubstanz (ATS) und stimmte mit dem der Stein- 
matrixproteide von 9,5—9,9% der ATS ziemlich iiberein (Tab. 1). Die 
Harnkolloide hatten dagegen einen geringeren Stickstoffgehalt von 6,2 
bis 7,0% der ATS. 


Papierchromatographisch konnten wir in den Hydrolysaten der Gele 
und der Oxalatsteinmatrix vier, in denen der Harnkolloide fiinf, in denen 
der Phosphatsteinmatrix sechs mit Anilinphthalat anfiirbbare Flecke nach- 
weisen. Uratsteinmatrix ergab nur einen Fleck. Die R,,-Werte dieser 
Flecke konnten wir den in Tab. 2 aufgefiihrten Leitsubstanzen zuordnen. 
In den Gelen und allen Steinmatrixarten sind keine Uronsiiuren nach- 
weisbar, auch nicht mit der Dische-Reaktion?°, die wir zur Kontrolle 
durchfiihrten. Die Harnkolloide enthalten aber Uronsiuren. Fucose, 
Mannose, Galaktose und Hexosamin kommen in den Gelen, der Oxalat- 
und Phosphatsteinmatrix und gleichzeitig in den Harnkolloiden vor. Die 
Phosphatsteinmatrix enthalt noch zusitzlich Glucose und Rhamnose. 
Die Uratsteinmatrix besitzt nur Glucose als nachweisbares Kohlenhydrat. 
Das schlieBt nicht aus, dal} sie noch aus anderen Kohlenhydraten auf- 
gebaut ist, zeigt aber, dali Glucose der iiberwiegende Kohlenhydrat- 
bestandteil ist. 


16 Ff, G. Fischer u. H. Doerfel, diese Z. 801, 224 [1955]. 
17 §. M. Partridge, Biochem. J. 42, 238, 251 [1948]. 
18 R.Consden, A. H.Gordonu. A.J. P. Martin, Biochem. J. 38, 224 [1944]. 
19 F, Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, 2. Aufl., Weinheim/ 
BergstraBe 1953. 
20 Z. Dische, J. biol. Chemistry 167, 189 [1947]. 
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‘Tab. 2. Papierchromatographisch getrennte Zuckerbausteine der Steinmatrix, der 
Mucoproteidgele aus dem Nierenbecken und der Harnkolloide. 





























: 3 Iss 
«| = |S 
Leitsubstanzen z i‘ = 2 3/3 # £ vires 
siis2/E l/ee/ 42) § |22 
eslee! gs [so] 8 2 / F< 
Roewert |G 3/83| 2 |35] 2] 2/38 
' moilma| se iss/5 |6 [£8 
RKhamnose 1,52+0,08 + 
Fucose 1,27+0,04 + + + + so “+ 
Mannose 1,09-+0,04 + + + + + + 
Glucose 1,00 + 
Galaktose 0,90-+0,04 + 4 + + + 
Hexosamin ** 0,74-+0,05 a + + + + + 
Uronsaure*** 0,39-+0,03 + + 





* Mit Angabe der maximalen Streuung. 
** Glucosamin und Galaktosamin wurden nicht getrennt identifiziert. Als Leitsubstanz diente 


Glucosamin. 
*** Glucuronsiure und Galakturonsiure wurden nicht getrennt identifiziert. Als Leitsubstanz 


verwendeten wir hier Galakturonsiure. 


Tab. 3. Papierchromatographisch getrennte EiweiBbausteine der Steinmatrix, der 
Mucoproteidgele aus dem Nierenbecken und der Harnkolloide. 





























| 2 | 23 
Leitsubstanzen 3 7 3 = $ $ 3 3 oe 2 
S3|36| 2/28/88 | 8 [238 
mwee (GEES) § 12c1 41 a ifs 
a a 5 I 2 
eWeort leol(me| = |SE] 5S | S les 
Cysteinsaure 0,11+0,01 + + + + + + + 
X rot 0,15-+0,02 + + + 
Asparagin- 
saure 0,18-+0,02 f + + + oe 
Glutamin- 
saure 0,26-+0,02 + + + + + + + 
Serin 0,34-+0,02 + + + + + + + 
Glycin 0,39-+0,02 + + + - + + + 
Lysin 0,48-+.0,02 + + = i — a a 
Alanin 0,55+0,01 + + + + + = + 
Tyrosin 0,60+0,01 + “ + + + 
Arginin 0,64--0,02 | + + + + + 
Valin ** 
(Tryptophan) | 0,76-40,02 | + + + + + + 
Leucin ** 
(Isoleucin) 0,82+0,02 + + + + + » 
Phenylalanin 0,86-+0,02 4 + + + 
Prolin 0,88-+-0,02 + + 





- * Mit Angabe der maximalen Streuung. 
** Tryptophan und Isoleucin wurden nicht getrennt identifiziert. Als Leitsubstanzen dienten 


Valin und Leucin. 


13° 
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Wir konnten alle ninhydrinpositiven Flecke, bis auf einen roten niit 
Ry 0,15, der nur bei den Harnkolloiden und der Oxalat- und Phosphat- 
steinmatrix auftrat, bestimmten Aminosiiuren zuordnen (Tab. 3). Cy- 
steinsiiure, Asparaginsiiure, Glutaminsiure, Serin, Glycin, Lysin, Alanin, 
Tyrosin, Arginin, Valin (oder Tryptophan), Leucin (oder Isoleucin) und 
Phenylalanin konnten wir in den Hydrolysaten der Mucoproteidgele, der 
Oxalat- und Phosphatsteinmatrix und der Harnkolloide nachweisen. In 
der Uratsteinmatrix fanden wir 5 Aminsosiuren weniger. Die Harn- 
kolloide enthielten im Gegensatz zu den Gelen und Steinmatrixsub- 
stanzen noch Prolin. 

Bei den Kohlenhydratkomponenten sind Galaktose und Mannose, 
bei den EiweiBbbausteinen Serin, Glycin, Alanin, Leucin und Valin be- 
sonders gut nachweisbar. 


Diskussion 

Unsere papierchromatographischen Befunde lassen die Deutung zu, 
daB sich Nierensteine durch Inkrustation eines Mucoproteidgels ent- 
wickeln. Die Gele enthalten Protein- und Kohlenhydratbausteine, die 
auch in Oxalat- und Phosphatsteinmatrix vorkommen. Der zusiitzliche 
Rhamnosegehalt der Phosphatsteinmatrix kann durch Bakterienmuco- 
proteide in diesen sog. entziindlichen Steinen bedingt sein. Der im Gel 
beobachtete Oxalatstein stiitzt unsere Deutung. 

In der von uns untersuchten Uratsteinmatrix fanden wir weniger 
Kohlenhydrat- und Proteinbausteine als in den Gelen. Mit der von 
Boyce" untersuchten Uratsteinmatrix wiirden unsere Gele dagegen 
iibereinstimmen. Daraus kénnte man ableiten, daB es zwei, vielleicht 
auch mehrere Mucoproteidmatrixarten gibt, deren eine wir in den Gelen 
vor uns haben. 

Ob es eine spezifische Matrix gibt, die, wie Boyce® annimmt, auch 
im nicht iibersittigten Harn Steine durch Ionenanreicherung bildet, 
laBt sich durch unsere Untersuchungen nicht entscheiden. Ein Harn- 
stein enthailt in der Regel nur etwa 3% Mucoproteidmatrix!*. Es ist 
ganz unwahrscheinlich, dab ein Mucoproteidgel das 30 fache seines eigenen 
Gewichtes an Mineral anreichert. Man kann eher annehmen, da die 
Mucoproteidgele in einem pathologisch tibersittigten Harn die Kristal- 
lisation sensibilisieren. 

In den Mucoproteidgelen und der Steinmatrix konnten wir keine 
Uronsiuren nachweisen. Deshalb kann dort keine Chondroitinschwefel- 
siure vorkommen. Boyce und Mitarbeiter!® 4 2! haben in verschie- 
denen Matrixarten weder Uronsiure noch Sialinsiure gefunden und des- 
halb Keratosulfat als Kohlenhydrat in der Matrix vermutet und Chon- 
droitinschwefelsiure ebenfalls ausgeschlossen. Nur Harada und Saito” 
nahmen an, da} Steinmatrix Chondroitinschwefelsiure enthilt, weil die 


a W. H. Boyce u. F. K. Garvey, J. Urology 76, 213 [1956]. 
22 A. Harada u. S. Saito, Jap. J. Urology 45, 589 [1954]. 
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Matrix metachromatisch und Perjodsdure-Schiff- positiv war. Sie selbst 
zcigten aber, dab die Matrix von Hyaluronidase nicht abgebaut wurde, 
was gegen das Vorliegen von Chondroitinschwefelsiure und Hyaluron- 
siure spricht. Die Metachromasie, die auch Mucoproteidgele geben, ist, 
wie schon Uebel betonte!, nicht an die Anwesenheit der Chondroitin- 
schwefelsiiure gebunden; auch neutrale Mucopolysaccharide bestimmter 
Struktur k6énnen metachromatisch anfarbbar sein. 

In den verschiedenen Steinmatrixarten haben wir eine ahnliche 
Aminosiuren- und Mucopolysaccharid-Zusammensetzung wie andere 
Autoren": }2; 21 gefunden. Es ist méglich, daB die von uns nachgewiesene 
Cysteinsiure bei der Hydrolyse aus Cystin entstanden ist. Gasser! und 
teilweise auch Boyce! haben in der Steinmatrix noch Prolin gefunden. 


Der EiweiBgehalt der Mucoproteide im Gel und in der Oxalat- und 
Phosphatsteinmatrix scheint iihnlich zu sein, da der errechnete Muco- 
proteid-Stickstoffgehalt in allen Praparaten etwa 10°, der ATS betrigt. 
Gasser! und Boyce’ fanden in der Steinmatrix 10,3—10,4°% Stickstoff. 

Inden Mucoproteidgelen und den Matrixmucoproteiden kommen keine 
Kohlenhydrat-, (von Rhamnose in den Phosphatsteinen abgesehen) und 
Proteinbausteine vor, die nicht auch in den Harnkolloiden nachgewiesen 
worden sind. Glucose haben nur Masamune? und Biserte** im Harn- 
kolloid gefunden. Die Harnkolloide enthalten im Gegensatz zu den Gelen 
und der Steinmatrix Uronsiiuren und, wie Boyce!® und Masamune® 
zeigten, auch Sialinsiure. Wir wissen, daB im Harn Chondroitinschwefel- 
siiure und andere uronsiurehaltige Mucopolysaccharide vorkommen?: °. 
Ein qualitativer Unterschied zwischen Normalharn und Steinkranken- 
harn scheint in dieser Hinsicht nicht zu bestehen. 

Mucoproteidgele und Matrixsubstanzen kénnen also nur aus einem 
Teil der im Harn vorkommenden léslichen Kolloide entstanden sein, und 
zwar aus proteinreichen Harnkolloiden, weil Gele und Steinmatrix einen 
hdheren Stickstoffgehalt als Harnkolloide haben. Chondroitinschwefel- 
siiure ist an der Bildung der Gele und der Steinmatrix nicht beteiligt. 


Der Stickstoffgehalt der Harnkolloide, die Boyce** durch Dialyse 
und Ultrafiltration erhielt, ist mit 12,2—12,9°% héher als der Stickstoff- 
gehalt unserer Harnkolloide, die wir durch Dialyse und Vakuumtrocknung 
herstellten. Méglicherweise enthalten unsere Harnkolloide methodisch be- 
dingt mehr niedrigmolekulare Nicht-Proteinstoffe, die bei Boyce die 
Ultrafilter passierten. 

Typische, nur im Steinkranken-Harnkolloid vorkommende Kohlen- 
hydrat- und Proteinbausteine haben wir nicht gefunden. Das schlieBt 
nicht aus, daB im Steinkrankenharn pathologische Kolloide, die aus Bau- 
steinen der physiologischen Kolloide bestehen kénnen, auftreten. 





3 G. Biserte, F. Taylau, J.Montreuil, J\Hollemannu.M. Dautrevaux, 


Clin. chim. Acta 1, 115 [1956]. 
24 W. H. Boyce u. M. Swanson, J. clin. Invest. 34, 1581 [1955]. 
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Boyce” fand ja, daB Steinkranke im Harn mehr NaCl-unlésliche Muco- 
proteide als Gesunde und ein mit Calciumionen unlésliche Komplexe 
gebendes Mucoproteid ausscheiden®. 

Wenn wir in der vorliegenden Arbeit von Steinkrankenharn ge- 
sprochen haben, sind wir uns bewuBt, daB es bisher nicht méglich ist, 
eindeutig festzustellen, ob es sich tatsichlich um Harn in einer Stein- 
bildungsphase handelt. Die klinischen Beobachtungen von _hiiufigen 
Steinabgiingen und réntgenologisch sichtbarer Neubildung sind nur ein 
Hinweis auf eine Steinbildungsphase. 


Zusammenfassung 


Mucoproteidgele, die méglicherweise aus einem Teil der im Harn 
vorkommenden Kolloide im Nierenbecken entstehen, kénnen bei patho- 
logisch iibersittigtem Harn die organische Matrix fiir Nierensteine 
bilden. Papierchromatographisch haben Gele und Steinmatrix eine sehr 
iihnliche Polysaccharid- und Proteinbaustein-Zusammensetzung. 

Gele und Steinmatrix enthalten keine Chondroitinschwefelsiure, die 
aber im Harnkolloid vorkommt. 

Qualitative Unterschiede in der Bausteinzusammensetzung der Kol- 
loide im Harn von Gesunden und einem Steinkranken konnten wir nicht 
nachweisen. 


Summary 


Mucoprotein gels, formed in the renal pelvis, probably from part of 
the urinary colloids, can form the organic matrix for kidney stones in 
over concentrated, pathological urine. The matrixes of gels and stones 
have very similar polysaccharide and protein components in paper 
chromatography. 

Gel and stone matrixes contain no chondroitin sulphate, which is, 
however, present in urinary colloids. 

We could find no qualitative differences in the composition of the 
urinary colloids of healthy patients and a patient with kidney stones. 


Priv.-Doz. Dr. H.-J. Dulce, Physiologisch-Chemisches Institut der Freten Unt- 
versitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 


25 W. H. Boyce, F. K. Garvey u. C. M. Norfleet, J. clin. Invest. 38, 
3287 [1954]. 
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Untersuchungen iiber die oxydative Phosphorylierung durch 
Azotobacter vinelandii 
Von 
A. Temperli* und P. W. Wilson 
Aus dem Department of Bacteriology, University of Wisconsin, Madison, USA 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Marz 1960) 


Untersuchungen mit rohen, zellfreien Extrakten verschiedener 
Bakterienarten erbrachten den Nachweis, daB auch Mikroorganismen 
in der Lage sind, oxydative Phosphorylierungen durchzufiihren!. Die 
aus den Mikroorganismen gewonnenen Enzympriiparate zeigen jedoch 
viel kleinere P/O-Werte als Priiparate aus Mitochondrien von Siuge- 
tierzellen. Diese Erscheinung kénnte dadurch erklirt werden, daB im 
Laufe der Isolierung die labilen Struktureinheiten, in denen sich die 
Phosphorylierungsvorgiinge abspielen, teilweise zerstért werden, oder 
daB das System, welches den Elektronentransport mit der Phosphory- 
lierung koppelt, von demjenigen der Saugerzelle verschieden ist. Diese 
letztere Hypothese wird durch die kiirzlich veréffentlichten Befunde von 
Brodie? gestiitzt. 

Die vorliegenden Untersuchungen befassen sich mit der Isolierung 
und Charakterisierung eines Systems aus Zellen von Azotobacter vine- 
landii, das die Faihigkeit hat, die Substratoxydation mit der Bildung 
energiereicher Phosphatbindungen zu koppeln. 


Material** und Methoden 


Analytische Methoden: Eisen wurde nach nasser Veraschung mit einem 
Gemisch von Schwefel- und Salpetersiure kolorimetrisch mit o-Phenanthrolin 
bestimmt’. 

Protein wurde kolorimetrisch mit Hilfe der Biuretreaktion analysiert, wobei 
kristallines Albumin als Standard diente‘. 


* Jetzige Adresse: Medizin.-Chem. Institut, Universitat Bern, Schweiz. 

** Verwendete Abkiirzungen: ATP = Adenosintriphosphat, DPN = Di- 
phosphopyridinnucleotid, 2.4-DNP = 2.4-Dinitro-phenol, Tris = Tris-[hydroxy- 
methyl ]-aminomethan. 

1 Vgl. z. B. L. A. Hyndman, R. H. Burris u. P. W. Wilson, J. Bacteriol. 
65, 522 [1953]; G. B. Pinchot, J. biol. Chemistry 205, 65 [1953]; A. F. Brodie 
u. C. T. Gray, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 146 [1955]. 

2 A. F. Brodie, J. biol. Chemistry 284, 398 [1959]. 

3 EK. B. Sandell, Colorimetric Determination of Trace Metals, Interscience 
Publishers Inc., New York 1950. 

4 A. G. Gornall, C. J. Bardawill u. M. M. David, J. biol. Chemistry 177, 


751 [1949]. 
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Anorganisches Phosphat wurde kolorimetrisch nach Fiske und Subbarow 
bestimmt?. 

Die Flavinbestimmungen erfolgten durch Messung der Extinktionsabnahme 
nach Reduktion mit Na,S,O, oder KBH, bei einer Wellenlinge von 450 mu. Der 
molare Extinktionskoeffizient (ox.-red.) wurde zu 11,3 106 cm?/Mol angenommen®, 

Coenzym Q, wurde nach vorheriger Verseifung der Enzympraparate mit Cyclo- 
hexan extrahiert und durch Messung der Extinktionsinderung nach Reduktion mit 

ae . , . a a ; meee 

KBH, bei einer Wellenlinge von 275 mu bestimmt. Der Extinktionskoeffizient 

zwischen der oxydierten und reduzierten Form von Coenzym Q,_ betrizt 
71% _ yee? 

[E]\ 6m = 176. 


I 

Haim wurde nach Reduktion mit Na,S,OQ, optisch durch Messung der Ab- 
sorptionsbande in der Soret-Region bestimmt. Fiir die Berechnung wurde der molare 
Extinktionskoeffizient von reduziertem Cytochrom ec (1,4 * 108 em?/Mol) bei 
415 mu angenommen. 

Zu Kontrollzwecken wurde Him mit der Pyridinhimochromogen-Methode, 
wie sie von Drabkin® beschrieben wurde, bestimmt. 

Die Q,-Aufnahme wurde mit Hilfe der konventionellen manometrischen 
Methode nach Warburg bei 30° gemessen. 

Messung der Enzymaktivitaten: Zur Bestimmung der oxydativen 
Phosphorylierung wurden die Warburg-GefaéBe mit folgendem Standardsystem 
beschickt : 20 «Mol Kaliumphosphatpuffer, py 7,2; 20 «Mol Substrat; 5 «Mol MgCl,; 
200 uMol Glucose; 5 «Mol ATP; 1,0 mg Hexokinase; 2 «Mol DPN; 4 mg Albumin. 
Das Fliissigkeitsvolumen betrug 3,0 ml. Der innere Zylinder enthielt zusiatzlich noch 
0,2 ml 20proz. KOH. Nach einer Temperaturausgleichsperiode von 6 Min. betrug 
die Versuchsdauer zwischen 12 und 18 Min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
Trichloressigsiure abgestoppt. Als MaB fiir die oxydative Phosphorylierung dient 
die veresterte Menge des anorganischen Phosphates. Zu Kontrollzwecken wurde in 
einigen Fallen auch das gebildete Glucose-6-phosphat nach Kornberg? optisch 
bestimmt. 

Die ATP-ase Aktivitét wurde nach Kielley und Kielley!® bestimmt. 


Darstellung des Enzympraparates: Azotobacter vinelandii, Stamm 0, 
wurde in dem von Wilson" beschriebenen Substrat zur Vermehrung gebracht. 
Das Zellmaterial wurde bei —20° tiefgefroren und konnte in diesem Zustande einige 
Monate aufbewahrt werden, ohne da die daraus hergestellten Praparate an 
Aktivitat verloren. Von den gefrorenen Zellen wurden etwa 10g mit einer Saccharose- 
Komplexon-III-Lésung, die zusitzlich noch ATP und MgCl, enthielt, gewaschen 
(Zusammensetzung der Waschfliissigkeit : 0,25m Saccharose + 0,001m Komplexon 
III; 100 ml dieser Lésung enthielten 10 ~Mol ATP und 60uMol MgCl,). Die 
gewaschenen Zellen wurden hierauf in 6,5 ml 0,05m Trispuffer, pH 8,0, suspendiert 
und 200 mg Komplexon ITI, 40 «Mul MgSO,, 30 wMol ATP und etwa 4 mg Lysozym 
zugegeben; das totale Fliissigkeitsvolumen betrug 10 ml. Durch die Zugabe von 
Lysozym bildete sich nach einigen Minuten eine dickschleimige Masse, welche mit 
wenig Desoxyribonuclease verfliissigt wurde. Nach der Zugabe von weiteren 


5 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]; 81, 629 
[1929]. 

6 EK. Dimant, D. R. Sanadi u. F. M. Huennekens, J. Amer. chem. Soc. 
74, 5440 [1952]. 

7 R. L. Lester, Y. Hatefi, C. Widmer u. F. L. Crane, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 38, 169 [1959]. 

8 PD. L. Drabkin, J. biol. Chemistry 146, 605 [1942]. 

® A. Kornberg, J. biol. Chemistry 182, 805 [1950]. 

10 W. W. Kielley u. R. K. Kielley, J. biol. Chemistry 191, 485 [1951]. 

4 P. W. Wilson u. 8.G. Knight, Experiments in Bacterial Physiology, 
Burgess Publishing Co., Minneapolis 1952. 
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5 ml Saccharose-Komplexon-III-Losung wurde 20 Min. bei 5400 * g zentrifugiert. 
Das Sediment bestand aus ganzen Zellen und groBen Zellbruchstiicken. Der Uber- 
stand wurde nun 30 Min. bei 20 000 » g zentrifugiert. Der Riickstand, welcher die 
Protoplasten enthielt, wurde erneut in Saccharose- Komplexon-ITT- Lésung aufge- 
nommen. Durch Behandlung mit Ultraschall (Raytheon magnetostrictive oscillator) 
wahrend 30 Sek. wurden die Protoplasten zertriimmert. Zur Entfernung gréBerer 
Bruchstiicke wurde anschlieBend nochmals 20 Min. bei 5400 ~ g zentrifugiert. Das 
Sediment wurde verworfen und die resultierende iiberstehende Fliissigkeit als Roh- 
extrakt bezeichnet. Durch weitere Zentrifugation bei 144 000 * g wahrend 75 Min. 
erfolgte eine Fraktionierung des Rohextraktes in einen Uberstand und eine Partike ]- 
fraktion, welche in einem passenden Volumen Saccharose-Komplexon-III-Lésung 
suspendiert wurde. 

Alle Manipulationen wurden zwischen 0 und 5° ausgefiihrt. 

Chemikalien: Hexokinase (Typ V), DPN und Zwischenferment stammten 
von der Sigma Chemical Company. ATP von den Pabst Laboratories; krist. Lysozym 
und Plasma-Albumin waren Produkte der Armour and Company. Desoxyribo- 
nuclease wurde als lyophilisiertes Pulver von den Mann Research Laboratories 
bezogen. Coenzym Q, wurde uns in freundlicher Weise von Herrn Dr. R. L. Lester 
(Institute for Enzyme Research) zur Verfiigung gestellt. Die iibrigen verwendeten 
Chemikalien waren von ,,pro analysi‘*-Qualitat. 


Ergebnisse 


Werden Zellen nach dem beschriebenen Verfahren behandelt, 
so erhalt man verschiedene Zellfraktionen, die unterschiedliche Lei- 
stungen aufweisen (siehe Tab. 1). Besondere Bedeutung kommt der Tat- 
sache zu, daf der Rohextrakt in zwei Komponenten zerlegt werden 
kann, die einzeln nur eine sehr geringe oder keine Phosphatveresterung 
zeigen; durch Mischen beider Fraktionen ist es jedoch méglich, ein Sy- 
stem zu erhalten, welches wieder in der Lage ist, oxydative Phosphory- 
lierungen durchzufiihren. Dieses rekombinierte System verestert nahezu 
die gleiche Menge Phosphat wie der Rohextrakt. Die Ausbeute (P/O) 
betriigt etwa 70%, in einzelnen Experimenten bis zu 85°, verglichen mit 
dem Rohextrakt. 

Nicht iiberraschend ist das Auftreten der ,,léslichen‘‘ Succinoxy- 
dase, die bereits von Re paske! beschrieben wurde. Der P/O-Quotient des 


Tab. 1. P/O-Quotienten verschiedener Zellfraktionen. Als Substrat wurden 20 1Mol 
Succinat verwendet. 




















O,-Aufnahme Phosphat verestert 
System ug Atom/| ug Atom/mg| Mol/ uMol/mg P/O 
18 Min. | Protein/Min.| 18 Min. | Protein/Min. 
Rohextrakt ..... 9,7 0,042 9,1 0,039 0.93 
Partiken ...... 4,8 0,017 1,4 0,005 0,30 
Uberstand . . 3,3 0,030 0 0 = 
Partikeln + Uberstand 12,7 0,035 8,2 0,023 0,65 


a8 DR. Repaske, J. Bacteriol. 68, 555 [1954]. 
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Rohextraktes ist ebenfalls erheblich gréBer als derjenige eines zellfreien 
Praparates, das wir durch Anwendung einer drastischeren Methode er- 
hielten!®. Dieser Umstand spricht unseres Erachtens auch wieder fiir die 
Labilitat des Systems, das den Elektronentransport mit der Phosphory- 
lierung koppelt. In die gleiche Richtung weist auch die Beobachtung, da\3 
durch Ausdehnung der Ultraschallbehandlung der Rohextrakt eine ver- 
minderte oxydative Phosphorylierung zeigt. Wurde die Einwirkungs- 
zeit von Ultraschall auf die Protoplasten von den iiblichen 30 Sek. 
auf 1 Min. verlingert, so senkte sich die Phosphatveresterung um 
etwa 10—15%. Bei einer noch liingeren Behandlungszeit (5 Min.) fanden 
wir AktivititseinbuBen bis zu 50%. Dagegen blieb die Succinoxydase- 
Aktivitaét auch nach verlingerter Ultraschallbehandlung praktisch 
konstant. 

Nimmt man an, dai die Phosphorylierungsvorgiinge an intakte 
Struktureinheiten gebunden sind, so wire es denkbar, daBfsich die in- 
takten Protoplasten besonders fiir diese Untersuchungen eignen wiirden. 
In einer Reihe von Versuchen konnten wir feststellen, daB Protoplasten 
in der Lage sind, Succinat und andere Siuren aus dem Citronensiaure- 
cyclus zu oxydieren; dagegen gelang es uns nicht, eine signifikante 
Phosphatveresterung nachzuweisen. 

Experimente, welche sich mit der Stabilitat des Rohextraktes und 
den daraus isolierten Fraktionen befassen, zeigt Tab. 2. Andert man die 
Bedingungen beim Aufbewahren, so geht z. B. durch Tieffrieren das Ver- 
mégen zur oxydativen Phosphorylierung noch rascher verloren. Da- 
gegen zeigen die gefrorenen Priparate (Rohextrakt, Partikeln und 
Uberstand) nach einer Woche nur eine unbedeutende Einbufe der Succin- 
oxydase-Aktivitiit. 


Tab. 2. Vergleici: der Stabilitat zwischen Rohextrakt und isoliertem System. 
Aufbewahrungstemperatur: 4°. 











O,-Aufnahme Phosphat verestert 
System ug Atom/18 Min. | «Mol/18 Min. P/O 
frisch 10,5 9,5 0,90 
Rohextrakt 24 Stdn. 9,3 5,1 0,55 
48 Stdn. 7,4 3,9 0,52 
‘ frisch 13,1 8,1 0,61 
partikeln + 94 Stdn. 11.6 51 0.44 
48 Stdn. 8,4 3,1 0,36 











Die Oxydation einiger Substrate der Pyridinnucleotid-abhingigen 
Enzyme ist ebenfalls mit der Phosphorylierung gekoppelt (Tab. 3). 
Durch eine Kombination der Substrate wie z. B. Pyruvat -++ Malat, 
erhielten wir keine héheren P/O-Werte. In Kontrollversuchen stellten 


13 A. Temperli u. P. W. Wilson, Experientia [Basel] 14, 363 [1958]. 
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wir fest, daB der Uberstand nur in Kombination mit der Partikelfraktion 
in der Lage war, die gepriiften Substrate mit der Phosphatveresterung 


zu koppeln. 


Tab. 3. P/O-Quotienten in Gegenwart verschiedener Substrate. 








O,-Aufnahme Phosphat verestert P/O 
pg Atom/18 Min. “Mol/18 Min. , 
Substrat Roh- tag Roh- sa aes Roh- Fusttnete 
extrakt Uberstand extrakt Uberstand| °** rakt Uberstand 
Succinat. . . 8,8 12,9 8,8 9,4 1,0 0,73 
Pyruvat... 8,4 9,8 TA 9,0 0,84 0,92 
Isocitrat. . . 1351 15,3 8,8 10,5 0,67 0,68 
Malat.. . « > — 13,7 | “= 9,5 — 0,69 




















Aus den Untersuchungen mit Mitochondrien ist es schon lange be- 
kannt, daB 2.4-DNP eine Entkoppelung der oxydativen Phosphory- 
lierung bewirkt. In unserem Falle bewirkte 2.4-DNP, in einer Kon- 
zentration von 5 X 10-4m angewandt, eine teilweise Entkoppelung 
(s. Tab. 4). Dabei wird die Phosphorylierungsrate im Rohextrakt um 
etwa 50, im rekonstruierten System um etwa 70° gehemmt. Der Ent- 
koppelungseffekt konnte auch nicht durch Priinkubation der Partikel- 


fraktion oder des Uberstandes mit 2.4-DNP verstarkt werden. 


Tab. 4. EinfluB von 2.4-Dinitro-phenol auf die oxydative Phosphorylierung. Als 
Substrat wurden 20 uMol Succinat verwendet. 2.4-DNP wurde in einer Konzen- 
tration von 1,5 uMol/Ansatz zugegeben. 











O,-Aufnahme Phosphat verestert 
System ug Atom/ | ug Atom/mg} «Mol/ uMol/mg P/O 
18 Min. | Protein/Min.| 18 Min. | Protein/Min. 
+ 2.4-DNP 8,4 0,038 4,6 0,021 0,54 
Rohextrakt 
— 2.4-DPN 8,6 0,039 8,7 0,040 1,01 
Partikeln ) + 2.4-DNP 8,2 0,029 2,6 0,009 0,32 
oa 
Uberstand) —2.4-DNP| 11,4 0,040 8,2 0,029 0,72 

















Die Menge des zur Partikelfraktion zugefiigten Uberstandes ist 
sowohl fiir die Phosphorylierung als auch die Oxydation von Bedeutung 
(Tab. 5). Verringert man die Menge an zugefiigtem Protein unter 1 mg, so 
zeigt diese Fraktion keinen Effekt mehr auf die oxydative Phosphory- 
lierung. Die Phosphorylierungs- und die Oxydationsrate entsprechen 
dann gréBenordnungsmaBig denjenigen der Partikelfraktion. Erhéht 
man die Menge an zugefiigtem Protein iiber 9 mg, so bewirkt dies keine 
Veriinderung der Phosphorylierungsrate. 
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Tab. 5. EinfluB des Uberstandes auf die oxydative Phosphorylierung. Protein iin 
Uberstand: 8,9 mg/0,4 ml. 








System | O,-Aufnahme Phosphat verestert P/O 
Partikeln (berstand | “gAtom/18 Min. Mol/18 Min. 
1 
0,4 ml 0,4 ml 12,5 8,5 0,68 
0,4 ml 0,2 ml 8,3 4,7 0,57 
0,4 ml 0,1 ml 6,1 3,1 0,51 
0,4 ml 0,05 ml 4,7 1,8 0,37 








Das in Abb. 1 wiedergegebene Differenzspektrum, das durch Messung 
der Extinktion der reduzierten Enzympraparation (Partikeln) gegen die 
oxydierte Form erhalten wurde, zeigt neben der ausgepriigten Ab- 
sorptionsbande in der Soret-Region bei 430 mu Maxima bei 525, 552, 560 
und 630 mu. Nach den Untersuchungen von Smith kann die Bande 
bei 560 mu dem Cytochrom b, und diejenige bei 630 mu dem Cytochrom 
a, zugeordnet werden. Fiir das Maximum bei 552 my sind die beiden 
Azotobacter-Cytochrome ¢, und c, verantwortlich. Wird an Stelle von 
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4 L, Smith, Bacteriol. Rev. 18, 106 [1954]. 
15 A. Tissi¢res u. R. H. Burris, Biochim. 
20, 436 [1956]. 
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Abb. 1. Differenzspektrum der 
Partikelfraktion, erhalten durch 
direkte Messung der reduzierten 
gegeniiber der oxydierten Form 
mit dem Beckman-DK-Spek- 
trophotometer. Die Kiivetten 
enthielten 1,1 mg Protein. Re- 
duktionsmittel: Na,S,O,. 


Abb. 2. Pyridin-Hamochromo- 
gen-Spektrum. Kurve 1: Par- 
tikeln; Kurve 2: Eisen(IIT)- 
Protoporphyrin. Reduktions- 
mittel: Na,S,O,. 
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Na,S,0, Succinat zugegeben, so wird das Enzympriiparat teilweise 
reduziert. In Abb. 2 wird das Pyridin-Himochromogen-Spektrum der 
Partikelfraktion mit demjenigen aus reinem Eisen(II1)-Protoporphyrin 
verglichen. Es zeigt sich, daB fast alle Absorptionsbanden auf die An- 
wesenheit von Haim zuriickzufiihren sind. Dieses Ergebnis unterstiitzt 
auch die Interpretation des Differenzspektrums. 

In ahnlicher Weise wurde auch der Uberstand untersucht. In der 
oxydierten Form zeigt diese Fraktion ebenfalls eine ausgepriigte Ab- 
sorptionsbande in der Soret-Region bei 415 my und eine deutliche 
,Schulter“ bei 450 my. Durch Reduktion mit Na,S,0, verschiebt 
sich das Maximum in der Soret-Region nach 418 my; die ,,Schulter*‘ 
bei 450 mu verschwindet ganz. Dagegen treten nun, z. T. sehr undeut- 
lich, die schon bei der Partikelfraktion besprochenen Cytochrombanden 
auf. Die Absorption bei 450 my fiihren wir auf die Anwesenheit von 
Flavin zuriick. 

Die quantitativen Unterschiede in der Zusammensetzung der Parti- 
kelfraktion und dem Uberstand gehen aus Tab. 6 hervor. Bemerkenswert 
ist vor allem die groBe Differenz im Gehalt an Coenzym Q,, das stark 
angereichert in der lipoidreichen Partikelfraktion vorliegt. Aus den 
angegebenen Werten laBt sich fiir die Partikelfraktion berechnen (in 
ganzen Zahlen), daB pro Mol. Flavin 6 Moll. Him und 10 Atome nicht 
an Ham gebundenes Fe vorliegen. Fiir das Uberstehende ist das Ver- 
hiltnis Flavin : Him : nicht an Him gebundenes Fe = 1: 0,5 : 6,0. 
Nicht an Haim gebundenes Fe wurde auch direkt nach Green u. a.'*. 
bestimmt. 


Tab. 6. Komponenten der Partikelfraktion und des Uberstandes. Konzentrationen 
ausgedriickt in: * = 10-% wMol/mg Protein; ** = 10-* ng Atom/mg Protein; 
*** — y/mg Protein. 











Partikeln | Uberstand 
Flavin® .....1 049 | 1,23 
TARE Se BS 3,10 0,61 
PRON os ey “ewig 7,80 8,10 
Nicht-Ham-Eisen** 4,6 7,4 
Coenzym Q,*** . . 3,3 0,4 


In einer Reihe von Experimenten versuchten wir die Bedeutung, die 
dem Uberstand im rekonstruierten System zukommt, aufzukliiren. Ein 
aus dem Uberstand hergestellter Kochsaft, zur Partikelfraktion zu- 
gegeben, bewirkte keine Steigerung der Phosphatveresterung. Auch die 
Zugabe von Coenzym Q,, Cytochrom c, Flavinadenindinucleotid und 
Vitamin K, einzeln oder in Kombination mit dem Kochsaft zusammen, 
zeigte keine Wirkung auf die oxydative Phosphorylierung. Nach diesen 
und ahnlichen Versuchen scheint es, daB eine oder mehrere Protein- 
komponenten im Uberstand, vielleicht in Zusammenwirkung mit 





16 —, E. Green, S. Miiu. P. M. Kohout, J. biol. Chemistry 217, 551 [1955]. 
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Cofaktoren, fiir das Zustandekommen der oxydativen Phosphory- 
lierung in dem beschriebenen System verantwortlich sind. Der Uber- 
stand sowie die Partikelfraktion zeigen nur eine sehr geringe ATP-ase- 
Aktivitat. 


Diskussion 


Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daB nur dann oxydative 
Phosphorylierung auftritt, wenn die Partikelfraktion mit dem Uberstand 
versetzt wird. Die Zugabe des Uberstandes bewirkt einen groBen Effekt 
auf die Phosphat- und Sauerstoffaufnahme. Die erstere wird rund 51%4., 
die letztere 2144mal erhéht. Dieses Ergebnis driickt sich auch in der Er- 
héhung des P/O-Quotienten aus. Gleichzeitig werden die Phosphory- 
lierungs- und Oxydationsraten wesentlich gesteigert. Die Isolierung 
von Partikeln aus Azotobacter vinelandii, die in Gegenwart von Succinat 
oxydative Phosphorylierung zeigten, wurde von Tissiéres und 
Slater!’ mitgeteilt. Jedoch unterscheiden sich beide Systeme wesent- 
lich in bezug auf die Phosphorylierungseigenschaften und die Bedeutung 
der léslichen Komponenten im Uberstand. 

Im Gegensatz zu der Unempfindlichkeit des Azotobacter-Systems 
gegen 2.4-DNP stehen die Ergebnisse, die mit Extrakten von anderen 
Mikroorganismen gefunden wurden. Brodie und Gray! fanden mit 
einem Extrakt von Mycobacterium phlei, daB bereits 2.4-DNP in einer 
Konzentration von 5 x 10-° m eine praktisch vollstandige Entkoppelung 
der oxydativen Phosphorylierung bewirkte. Abhnliche Verhiltnisse 
fanden auch Utter u. a.!8 mit Partikeln, die aus Hefen isoliert wurden. 

Trotz der auBerst schonenden Darstellung unserer Zellpraiparate 
erhielten wir in keinem Falle P/O-Quotienten, die wesentlich tiber 1,0 
lagen. Gleichzeitig soll aber darauf hingewiesen werden, da8 siimtliche aus 
Mikroorganismen gewonnenen Priparate durch niedrige P/O-Quotienten 
auffallen. Neben der Art der Extraktzubereitung sind eine Reihe 
anderer Faktoren fiir die niedrigen P/O-Werte verantwortlich, die aber 
bis heute nur sehr liickenhaft bekannt sind. Kiirzlich berichtete Hoven- 
kamp!® iiber den Einflu8 der Elektrolytkonzentration auf die Stabili- 
sierung des fiir die oxydative Phosphorylierung verantwortlichen Sy- 
stems im gleichen Organismus. 

Die von uns beschriebene Partikelfraktion weist eine sehr groe 
Ahnlichkeit mit dem von Bruemmer u. a.2° in unserem Laboratorium 
isolierten ETP (electron transport particle) aus Azotobacter auf. In bezug 
auf das Spektrum und das Verhiltnis von Flavin : Him: nicht Him Fe 
verhalten sich die beiden Priparate praktisch gleich. Dagegen zeigt das 
ETP eine wesentlich héhere Succinoxydase-Aktivitaét und eine oxydative 


17 A. Tissiéres u. E. C. Slater, Nature [London] 176, 736 [1955]. 

18 M. F. Utter, D. B. Keech u. P. M. Nossal, Biochem. J. 68, 431 [1958]. 

19 H.G. Hovenkamp, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 84, 485 [1959]. 

20 J. H. Bruemmer, P. W. Wilson, J. L. Glenn u. F. L. Crane, J. Bac- 
teriol. 78, 113 [1957]. 
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Phosphorylierung konnte auch nach Zugabe von Cofaktoren nicht 
beobachtet werden. 

Von groBem Interesse ist das Ergebnis von Linnane*!, der aus 
Mitochondrien Partikeln isolierte, welche, ebenfalls nur in Gegenwart 
eines léslichen Faktors aus dem Uberstand, oxydativ phosphorylierten. 
Daher diirfte es naheliegend sein, anzunehmen, daf die aus bakteriellen 
Organismen und aus den Mitochondrien der Siiugerzellen isolierten 
Systeme einander ahnlich sind. 

Wir méchten es nicht unterlassen, an dieser Stelle auch Herrn Prof. Dr. 
D. E. Green vom Institute for Enzyme Research fiir die wertvolle Hilfe zu danken. 
Herrn Dr. R. L. Lester vom gleichen Institut danken wir fiir die vielen Ratschlage 
und die Einfiithrung in die Analysentechnik der Coenzym-Q- Bestimmung. 

Supported in part by grant E-1417 (C5) from the National Institutes 
of Health, Public Health Service. 


Zusammenfassung 


Das Vermégen zur oxydativen Phosphorylierung in Azotobacter 
vinelandii wurde in einem zellfreien Extrakt untersucht. Dieser lieB sich 
durch fraktioniertes Zentrifugieren in eine Partikelfraktion und einen 
Uberstand trennen. Durch Rekombination beider Fraktionen wurde 
wieder ein System erhalten, welches zur oxydativen Phosphorylierung 
befahigt war. Die beiden Fraktionen wurden qualitativ und quantitativ 
hinsichtlich ihrer wichtigsten Komponenten untersucht. 


Summary 


A cell free extract which shows a capacity for oxidative phos- 
phorylation, has been obtained from Azotobacter vinelandii. The extract 
was separated by fractional centrifugation into a particle fraction and 
a supernatant. Neither fraction esterified inorganic phosphate at an 
appreciable rate, but after recombination, the capacity for oxidative 
phosphorylation was restored. Some of the properties of this recon- 
structed system have been investigated. 


Professor Dr. P. W. Wilson, Dep. of Bacteriology, University of Wisconsin. 
Madison 6/Wisc., USA. 


21 A. W. Linnane, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 30, 221 [1958]. 
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Die Oxalessigsdurebildung in Lebermitochondrien 
und ihr Einflu8 auf die Succinatoxydation 
bei Zusatz von Athylendiamin-tetraessigsaure 
Von 
Wolfgang Kunz, Fritz Miiller und Erich Strack 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mirz 1960) 


Athylendiamin-tetraessigsiure (= EDTA) setzt die spontane Suc- 
cinatoxydation isolierter Rattenlebermitochondrien herab. Tyler? fiihrte 
diesen Effekt auf vermehrte Oxalessigsiiure-(OAA-)Bildung zuriick, 
wihrend wir in friiheren Untersuchungen? angehiufter OAA nur einen 
Teil der EDTA-Wirkung zuschrieben. Im gleichen Sinne wie Tyler 
deuteten auch Swingle, Axelrod und Elvehjem® ihre Befunde: Die 
Succinatoxydation wird durch die intermediiir anfallende OAA gehemmt, 
und Ca2®-Ionen beschleunigen sie, weil diese die OAA-Bildung beein- 
trichtigen. 

Um nun den Einfluf des Metaboliten OAA auf die Succinatoxy- 
dation unter EDTA zu studieren, bestimmten wir die Bildung von OAA 
unter Hydrazinzusatz und verglichen mit ihr unter den gleichen Bedin- 
gungen die Geschwindigkeit der Succinatoxydation. Atmungsversuche, 
bei denen wir an Stelle von Hydrazin L-Glutamat zur Beseitigung der an- 
fallenden OAA einsetzten, dienten als weitere Kontrolle. 


Material und Methode 


Mitochondrien aus Lebern von Albinoratten praparierten wir in 0,25 m Sac- 
charose ohne EDTA-Zusatz, wie friiher beschrieben wurde?. 

Photometrische OAA-Bestimmung nach Straub‘: Die Versuchsansiatze 
wurden in Erlenmeyerkélbchen mit einem Fassungsvermégen von 50 ml unter Luft- 
zutritt 15 oder 30 Min. bei 38° inkubiert. Jeder Ansatz bestand aus 1,5 ml Mito- 
chondriensuspension (etwa 0,2 g°/, N), 2,1 ml Kaliumphosphatpuffer, pq 7,4 und 
1,2 ml Dinatriumsuccinatlésung, die 0,485 mg Hydrazin-dihydrochlorid enthielt. 
Nach 5 Min. Inkubationsdauer wurde jedem Kélbchen nochmals 0,6 mi einer 
Hydrazin-dihydrochlorid-Lésung (0,606 mg) zugesetzt. Die Endkonzentrationen be- 
trugen fiir das Substrat 1,12-10~-* m, fiir den Phosphatpuffer 1,7-10-? m, fir EDTA 


1D. B. Tyler, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 333 [1955]; D. B. Tyler, 
J. biol. Chemistry 216, 395 [1955]. 

2 W. Kunz, W. Friedel, F. Miiller, Pham van S6 u. E. Strack, diese Z. 
310, 265 [1958). 

3 K. F. Swingle, A. E. Axelrod u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
145, 581 [1942]. 

4 F. B. Straub, diese Z. 244, 117 [1936]. 
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als Dinatriumsalz (soweit dem Puffer zugegeben) bei N-Werten < 0,2 g% 
2,8: 10-4m, bei héherem N-Gehalt 5,6-10-4m und fiir Hydrazin 2- 10-3 m. 
Durch Zugabe von 1 ml 10proz. Schwefelsiure und 1 ml 10proz. Na,WO, wurde 
die Reaktion nach der angegebenen Versuchsdauer abgestoppt. Das gefallte EiweiB 
zentrifugierten wir in der Kiihlzentrifuge ab. 

Zu 2 ml des klaren Uberstehenden wurden 0,2 ml einer frisch zubereiteten 
gesattigten NaNO,-Lésung pipettiert, umgeschiittelt und 5 Min. danach 2 ml konz. 
Kalilauge zugesetzt. Der ausfallende Niederschlag wurde erneut abzentrifugiert, 
und die Extinktion des gelblich gefarbten, klaren Uberstehenden im ZeiB-Uni- 
versal-Spektrophotometer bei 430 mu, d = 1 cm, gemessen. Unter entsprechenden 
Bedingungen wurde mit OAA (Schuchardt), die wir papierchromatographisch auf 
ihren Brenztraubenséuregehalt untersuchten, eine Eichkurve ermittelt. Photome- 
trisch noch gut faBbar war auf diese Weise eine OAA-Konzentration von 6 - 10-5 m. 

Die Atmungsversuche fihrten wir nach der Warburg-Methode durch. 
Den EinfluB des zweizeitigen Hydrazinzusatzes auf die Atmungsgeschwindigkeit 
untersuchten wir mit doppelnasigen Kélbchen. Entsprechend unserer friiheren 
Versuchsanordnung? setzten wir im Hauptraum 0,5 m/l Mitochondriensuspension 
(etwa 0,2 g% N) und 0,7 m/ Phosphatpuffer py 7,4 mit den jeweils angegebenen 
Zusitzen (EDTA, Hydrazin) und in dem einen Seitenarm 0,4 ml Succinatlésung 
als Substrat ein. Die zweite Hydrazinmenge von 0,4 mi wurde durch Einkippen aus 
dem zweiten Seitenarm nach 5 Min. Versuchsdauer zugesetzt. Die Endkonzentra- 
tionen entsprachen den oben genannten. Inkubiert wurde bei 38° mit O, als Gas- 
phase. Nach 5, 10, 30, 60 und 90 Min. Versuchsdauer wurde abgelesen. Die Vorbe- 
reitungszeiten betrugen fiir die O,-Begasung 2 Min. und fiir das Temperieren 
4 Min. Sie wurden auch auf die Gefahr gr6Berer Schwankungen im ersten Able- 
sungsintervall hin so kurz gewahlt, um den DPN-Verlust vor dem Start méglichst 
klein zu halten. 

Die Atmungsgeschwindigkeit unter Glutaminsaéurezusatz wurde in Kélbchen 
mit einem Seitenarm gemessen. Das Endvolumen betrug darin 1,6 mi, die End- 
konzentrationen entsprachen den oben beschriebenen. Konzentration und Art der 
Zugabe der mit Kalilauge neutralisierten L-Glutaminsaure (Schuchardt) sind in der 
Legende und im Text angegeben. 


Ergebnisse 


Bereits Swingle, Axelrod und Elvehjem® wiesen darauf hin, 
daB metabolisch entstehende OAA schwierig quantitativ zu erfassen ist. 
Versuche dieser Art wurden mit wechselndem Erfolg durchgefiihrt!> * °. 
Ihre Ergebnisse sind wegen der geringen Stabilitaét der OAA mit groBen 
Fehlern behaftet. Dies trifft besonders fiir alle jene Anordnungen zu, bei 
denen man die Anhiufung dieser /-Ketosiure nach einer bestimmten 
Versuchsdauer ohne besondere Schutzvorkehrungen miBt. Unsere Vor- 
versuche mit der manometrischen Methode nach Krebs und Eggleston? 
und mit der kolorimetrischen Bestimmung der OAA nach papierchroma- 
tographischer Auftrennung®’ verliefen daher auch wenig befriedigend. 
Bessere Resultate erzielten wir, als wir nach dem Verfahren von Banga ® 
unseren Ansiitzen neutralisiertes Hydrazin-hydrochlorid zusetzten, um- 





5 D. V. Cohn, J. biol. Chemistry 288, 299 [1958]. 
6 W. Keller u. L. Denz, diese Z. 314, 153 [1959]. 
7 H.A.Krebsu. L. V. Eggleston, Biochem. J. 39, 408 [1945]; 42, 294 [1948]. 
8 D. Cavallini u. N. Frontali, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 
439 [1954]. 
® J. Banga, diese Z. 244, 130 [1936]. 
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die aus dem Malat entstehende OAA abzufangen. Das Hydrazon der 
OAA 1iBt sich nach Straub* quantitativ in die 4-Nitroso-pyrazolon- 
carbonsiure-(3) iiberfiihren, deren lebhaft gefiirbtes Kaliumsalz sich aus- 
gezeichnet photometrisch bestimmen li Bt. Durch die von uns eingesetzten 
EDTA-Konzentrationen wurden die photometrischen Mefergebnisse 
nicht beeintrachtigt. 

Hydrazin hemmt bekanntlich die Atmung in héheren Konzentra- 
tionen deutlich. Wir setzten es daher vorsichtshalber in zwei Portionen 
zu. Die Konzentration betrug beim Start 1 - 10-3 m. Nach 5 Min. Ver- 
suchsdauer wurde die zweite Portion hinzugekippt, denn schon nach 
diesem kurzen Interval! miiBte ein nicht unbetrichtlicher Teil des Hy- 
drazins gebunden worden sein, wenn die von Anfang an deutliche Hem- 
mung der Succinatoxydation nur durch OAA-Anhiufung bedingt wiire. 

In einer ersten Versuchsreihe priiften wir die OAA-Bildung in 
Parallelansiitzen mit und ohne EDTA nach insgesamt 15 Min., in einer 
zweiten nach 30 Min. Inkubationsdauer. Dazu fiihrten wir eine grobe 
Anzahl von OAA-Bestimmungen in 21 Serien unter verschiedenen Be- 
dingungen durch, die jedoch immer das gleiche aussagten: Nach 15 Min. 
Versuchsdauer liefen sich keine signifikanten Unterschiede auffinden, 
nach 30 Min. kam stets eine Erhéhung der OAA-Werte in den EDTA- 
haltigen Ansiitzen um etwa 100% heraus. Die Ergebnisse mit der im 
methodischen Teil angegebenen Anordnung gibt die Tab. 1 wieder. 


Tab. 1. OAA-Anhaufung bei der Succinatoxydation (uMol OAA pro mg Mitochon- 
drien-N; Mittelwerte aus Doppelbestimmungen von je 4 Ansatzen nach 30 Min. 
Inkubationsdauer). 














Ohne EDTA-Zusatz | Mit EDTA-Zusatz 
1 0,11-+0,01 0,22-++-0,00 
os 0,10-L0,02 0,26-L0,01 
3 0,12+0,01 0,26-+0,00 
4 0,11-+0,01 0,22+0,02 


Nach dieser Beobachtung schien es interessant, unter entsprechenden 
Bedingungen die Succinatoxydation manometrisch zu verfolgen. Es 
sollte geklirt werden, ob die eingesetzte Hydrazinmenge die Atmungs- 
geschwindigkeit schon wesentlich beeintrichtigt und inwieweit sie die 
EDTA-Wirkung beeinfluBt. Vorversuche ergaben, daB 2,8 - 10-4 m EDTA 
bei héheren Mitochondrienkonzentrationen (N > 0,2 g%) nicht ausreicht, 
um die Succinatoxydation in der gewohnten Weise zu hemmen. In diesen 
Ansiitzen war mit Eriochromschwarz T als Indikator keine iiberschiissige 
EDTA mehr nachweisbar. Erhéhung der EDTA-Konzentration fiihrte 
wieder zu der bekannten Verminderung der Atmungsgeschwindigkeit, die 
jedoch nicht unter das friiher? bereits beschriebene Minimum absank. 

Um auch bei gréBeren Mitochondrienkonzentrationen die volle 
EDTA-Wirkung zu erzielen, verdoppelten wir die Konzentration des 
Komplexbildners gegeniiber der friiheren Anordnung. 
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Die Geschwindigkeit der Succinatoxydation ohne EDTA-Zusatz ist 
so groB, daB sich bereits nach 40 Min. Versuchsdauer ein Substratmangel 
hemerkbar macht. Kin relativ unverfilschtes Bild ergeben daher nur die 
Werte der ersten 30 Versuchsminuten. 


Abb. 1. Einflu8 von 2 - 10-% m Hydrazin 
auf die Succinatoxydation und in Gegen- 
wart von EDTA. Die angegebenen Zahlen 
(ul O,) sind Mittelwerte aus Doppelbe- 
stimmungen von je 8 Versuchen. °, J 
Hemmung in Prozent. Zum Versuchsbe- 
ginn Hydrazin: 1-10-° m, nach 5 Min. 

auf 2- 10-* m erhodht. 

Kurven a: ohne EDTA 

Kurven b: mit EDTA 




















o— —o— —o: ohne Hydrazin 
. ° ¢: mit Hydrazin 
o— —o-— —6 ° o———e 
Min. 4 yt 
ats; b+sx a+sx b+sx 

5 16,2+2,6 $8,4+-2,8 48,0 15,8-+3,3 7,7+2,8 51,3 
10 45,4+5,1 20,4+5,8 | 55,2 41,3+2,8 20,6+4,0 | 50,2 
30 140,7-+5,9 51,5+6,4 | 63,4 | 119,0+4,1 54,0+-6,8 | 54,7 


In Abb. 1 sind die Atmungszuwachskurven und Zahlenwerte dieser 
Serie dargestellt. Man sieht, da die eingesetzte Hydrazinmenge die 
spontane Succinatoxydation im 30-Min.-Wert um etwa 15°, vermindert. 
Diese Hemmwirkung wird bei den Werten mit EDTA nicht deutlich. 
Hier ist der Sauerstoffverbrauch bei Ansiitzen mit H ydrazin im 30-Min.- 
Wert sogar etwas gréBer als bei den Ansiitzen ohne das Ketoreagenz. 
Vergleicht man die Kurven ohne Hydrazin mit denen mit Hydrazin, so 
sieht man, da die Hemmung der Succinatoxydation, die durch EDTA 
bedingt ist, durch Hydrazin tatsichlich zu einem kleinen Teil beseitigt 
wird. Diese Wirkung bahnt sich im 10-Min.-Wert bereits an und wird 
eindeutig nach 30 Min. Das entspricht durchaus den photometrisch ge- 
wonnenen Ergebnissen. Nun ist Hydrazin ein unphysiologischer Stoff, 
und es lieB sich wegen seiner toxischen Wirkung nicht priifen, ob héhere 
Konzentrationen den EDTA-Effekt noch weiter aufheben. 

Besser geeignet schien ein physiologischer Weg, die sich vermehrt 
bildende OAA iiber die L-Asparaginsiure-«-Ketoglutarsiure-Transami- 
nase zu beseitigen. Wir fiihrten daher eine Reihe von Versuchen durch, 
bei denen wir nach dem Temperieren aus dem Seitenarm des Warburg- 
KéIbchens Succinat und L-Glutamat gemeinsam einkippten, so daB die 
Kndkonzentration fiir jedes Substrat 1,12 - 10-* betrug. 


14* 


















































208 W. Kunz, F. Miller u. E. Strack, Bd. 320 (1960 
) 
eee E 9 
150} ff 
v4 
| | Y | 
> o ee 
Abb. 2. EinfluB von 1,12 - 10-* m Gluta- = 1 | % | DA 
mat (mit dem Substrat zugesetzt) auf die 100 “7 ] 1 
Succinatoxydation und in Gegenwart von of | (Se 
EDTA. Die angegebenen Zahlen (yl O,) | een 
sind Mittelwerte aus Doppelbestimmun- ee a 
gen von je 8 Versuchen. °% / = Hemmung a 1 1 
in Prozent. A | | 
Kurven a: ohne EDTA | | 
Kurven b: mit EDTA | | 
o— —o—-—o:; ohne Glutamat po a 9 
. -° e: mit Glutamat Min 
Min oO —9— © 3 I e e e ie 
; atsxs | bts: ‘0 atesx b+sx wa 
5 35,3+2,1 20,2+2,7 | 42,8 37,4+3,1 20,9+2,5 | 44,0 
10 76,1+6,9 36,5+1,9 | 52,2 75,5+6,0 38,7+2,1 | 48,7 
30 159,8+9,2 78,3+3,6 | 51,0 | 154,9+7,4 90,9+6,1 | 41,3 








Die Ergebnisse gibt Abb. 2 wieder. Wahrend die Werte ohne EDTA 
durch das Glutamat kaum veriindert werden, erhéht dieses den Sauer- 
stoffverbrauch wihrend 30 Min. in Gegenwart von EDTA um etwa 
10%. Setzt man die doppelte Glutamatmenge ein, so wird diese Wirkung 
etwa um 1%, deutlicher (16 Bestimmungen). Eine Glutamat-Konzen- 
tration von 5,6-10-2m bei gleichbleibender Succinatmenge (Abb. 3) 


Abb. 3. EinfluB von 5,6 - 10-2 m Gluta- 
mat (mit dem Substrat zugesetzt) auf die 
Succinatoxydation und in Gegenwart von 
EDTA. Die angegebenen Zahlen (ul O,) 
sind Mittelwerte aus Doppelbestimmun- 
gen von je4 Versuchen. % J = Hemmung 
in Prozent. 
Kurven a: ohne EDTA 
Kurven b: mit EDTA 
o— —o— —o: ohne Glutamat 
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° e: mit Glutamat Mir J 
> 
Min fata or “I Rerrme t ae %I 
a-+sx | b-+sx 70 a-+sx b-Lsx - 
5 17,5+2,1 12,5+1,7 28,5 19,3-+1,6 10,5-+2,1 45,5 
10 36,6+3,2 20,7-+0,5 43,5 43,5+3,3 22,5+2,2 48,3 
30 111,3+4,6 53,3+2,9 52,0 | 117,8+4,4 71,0+2,5 39,8 
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hebt jedoch die EDTA-Wirkung nicht weiter auf. Dafiir sind aber die 
Atmungswerte ohne EDTA durch den Glutamatzusatz etwas gréBer 
gveworden. Dieser Zuwachs muB auf die Oxydation von Glutamat zu- 
riickgefiihrt werden, die DPN-abhiingig ist. 

Um zu untersuchen, ob sich schon vor der Succinatzugabe aus Sub- 
straten, die den Mitochondrien noch anhaften, etwa OAA anhiiuft, die 
die Succinatdehydrogenase hemmt, setzten wir schlieBlich Glutamat 
bereits dem Puffer zu. In die so vorbereiteten und gekiihlten Gefibe 
wurde dann die Mitochondriensuspension einpipettiert. Die Endkonzen- 
tration fiir Glutamat betrug auch hier 5,6 - 10-2m. Die Ergebnisse dieser 
teihe stimmen mit den Befunden, die in der vorangegangenen Abbildung 
dargestellt sind, praktisch itiberein (8 Bestimmungen). Eine Anhiufung 
von OAA aus endogenem Substrat ist daher unwahrscheinlich. 


Diskussion 

Zweifellos vermag EDTA das mitochondrieneigene DPN zu stabili- 
sieren, wie andere Untersucher!: 1° es schon wiederholt beschrieben haben. 
Folglich wird aus Succinat iiber Fumarat und Malat vermehrt OAA ge- 
bildet, wie aus unserenVersuchen ebenfalls hervorgeht. Aber auch wenn 
man die intermediir entstehende OAA wiihrend des Versuches abfingt. 
erreicht man nicht die Atmungsgeschwindigkeit wie im System ohne 
EDTA. Weder das Hydrazin noch gréBere Glutamatzusiitze, bei welchen 
anfallende OAA durch das mitochondrieneigene Ferment zu Asparagin- 
siure und «-Ketoglutarsiiure transaminiert wird, heben die Hemmung 
der Succinatoxydation durch EDTA auf. In beiden Fallen wird die 
Succinatoxydation unter EDTA nur um etwa 10% beschleunigt. Zudem 
ist der EDTA-Einflu8 schon in den 5- und 10-Min.-Werten deutlich aus- 
geprigt, wihrend Hydrazin bzw. Glutamat erst 10 Min. nach Versuchs- 
beginn sichtbar wirkt. Unwahrscheinlich ist auch, da’ noch aus der 
Leber stammendes Substrat wihrend der Vorbereitungsphase von den 
Mitochondrien oxydiert wird und dabei vielleicht OAA entsteht, die das 
Ferment hemmt. Vor dieser Zeit zugesetztes Glutamat beeintrachtigt 
die EDTA-Wirkung nimlich nicht. Unsere photometrischen Bestim- 
mungen der OAA und die Atmungsversuche mit 5,6 - 10-2 m Glutamat 
lassen erkennen, da auch im System ohne Stabilisator noch funktions- 
tiichtiges DPN vorhanden sein muB, denn sonst diirfte weder OAA ge- 
bildet noch Glutamat oxydiert werden. EDTA verlangsamt die Succinat- 
oxydation nicht nur, indem es die OAA-Bildung vermehrt, sondern es 
miissen noch weitere Ursachen bestehen. 

Succinat vermag sich ihnlich anderen Stoffen bereits bei 0° in den 
Mitochondrien anzureichern!!. Ob es sich bei diesem Befund um eine 
echte Permeation oder mehr um adsorptive Vorgiinge handelt, sei dahin- 


x 10 R. L. Lester, Y. Hatefi u. E. Welch, Biochim. biophysica Acta [Am- 
sterdam] 29, 103 [1958]. 
u J. E. Amoore, Biochem. J. 70, 718 [1958]. 
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gestellt. Weiterhin beobachteten Lipsett und Corwin! mit 3,3 + 10-3% 
Suecinat keine Mitochondrienschwellung im Tris-Saccharose-Medium 
mit PO3® und Mg?®-Zusatz, sie fanden sie aber, wenn die Succinat- 
konzentration auf 2 - 10°? erhéht wird. Demnach kénnte das grofe Sub- 
stratangebot und die daraus folgende Substratanhéufung am Wirkungs- 
ort zur Mitochondrienschwellung fiihren und die Funktion fndern. 
Friihere Versuchsergebnisse von uns machen es wahrscheinlich, daB die 
intakte Mitochondrienmembran unter physiologischen Bedingungen die 
Substrataufnahme beschriinkt. Durch Zerstéren der Zelle wird bei der 
Priiparation auch die biologische Funktionseinheit gestért, und durch 
Art und Konzentration der Zusiitze zur Inkubationsfliissigkeit werden 
wahrscheinlich die kolloidchemischen Eigenschaften der Mitochondrien- 
membran, ihre Ladung und damit ihre Oberflichenaktivitit verindert. 
Unter der Vielzahl der Kinflu8 nehmenden Stoffe stért das beim Homo- 
genisieren freigesetzte Ca?° besonders stark!8. EDTA bindet aber die 
stérenden Metallionen und verhindert weitgehend einen vorzeitigen 
DPN-Verlust sowie eine unphysiologisch schnelle Substratoxydation. 
Die von einigen Autoren!*—!® fiir den EDTA-Effekt immer wieder dis- 
kutierte direkte Bindung von EDTA an die Mitochondrien lieB sich ex- 
perimentell ausschlief{en. Hieriiber wird an anderer Stelle berichtet 
werden. 


Zusammenfassung 


1. Durch Inkubation von intakten Mitochondrien mit Succinat 
unter Sauerstoff und in Gegenwart von EDTA werden friihere Befunde be- 
stitigt, wonach EDTA zu einer vermehrten Bildung von Oxalessigsiiure 
(OAA) fiihrt, wiihrend die spontane Succinatoxydation gehemmt wird. 

2. Wird die in Gegenwart von EDTA gebildete OAA entweder durch 
Hydrazin oder durch L-Glutamat abgefangen, so nimmt die spontane 
Succinat-Oxydation in beiden Fiillen nur um 10% zu. 

3. Daraus wird geschlossen, daB die durch EDTA herabgesetzte 
Succinatoxydation nur zu einem kleinen Teil auf eine OAA-Anhaufung 
zuriickzufiihren ist. 


Summary 


1. Results from the incubation of intact mitochondria with succinate, 
under oxygen in the presence of EDTA, have confirmed previous findings, 
that EDTA causes an increase in oxaloacetic acid (OAA) formation, 
whereas the spontaneous oxidation of succinate is inhibited. 


122M. N. Lipsett u. L. M. Corwin, J. biol. Chemistry 284, 2448 [1959]. 
13. C. Slater u. K. W. Cleland, Biochem. J. 55, 566 [1953]. 
4 F. E. Hunter jr., J. Davis u. L. Carlat, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam ] 20, 237 [1956]. 

15 F. EK. Hunter jr., R. Malison, W. F. Bridgers, B. Schutz u. A. At- 
chison, J. biol. Chemistry 234, 693 [1959]. 

16 R. W. v. Korff u. R. M. Twedt, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
23, 143 [1957]. 
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2. If the OAA formed in the presence of EDTA is trapped with 
L-glutamate or hydrazine, the spontaneous oxidation of succinate only 
increases by 10%. 

3. It is concluded, that the accumulation of OAA is responsible, only 
to a small extent, for the inhibition of succinate oxidation. 


Prof. Dr. Dr. E. Strack, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Leipzig, Leipzig C1, LiebigstraBe 16. 
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Zur Biochemie der Knochenauflésung, IV! 
EinfluB von Thiocyanat auf den Calciumstoffwechsel bei 
Legehennen 
Von 
Peter Siegmund und Hans-Joachim Dulee 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mirz 1960) 


In den vorangegangenen Untersuchungen haben wir gezeigt, dal} 
im Knochen und Epiphysenknorpel von Kiiken Carboanhydrase (CAH) 
vorkommt?, und daf der wiihrend der Legezeit bei Hennen stark er- 
héhte Plasma-Calciumspiegel durch den CAH-Inhibitor Diamox redu- 
ziert wird?. Wir haben aus diesen Befunden gefolgert, da die Deminerali- 
sation des Knochens durch die Osteoklasten auf Grund einer lokalen 
Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgt und daB der hier 
vorliegenden H-Ionensekretion ein ahnlicher Mechanismus zugrunde 
liegt wie der H-Ionensekretion der Magenschleimhaut oder Niere. 

Zur weiteren Priifung dieser Hypothese untersuchten wir den Ein- 
flu8 intravenéser NaSCN-Gaben auf den Plasma-Calciumspiegel von 
Legehennen. 

Auch Thiocyanat hemmt die Magensalzsiurebildung’, und setzt die 
Harnaciditit bei gleichzeitiger Natriumdiurese herab*. Seine Inhibitor- 
wirkung auf die CAH ist aber relativ schwach, die Dissoziationskon- 
stante der CAH-Thiocyanat-Verbindung wird fiir 38° und px 6,8 mit 
3,5 < 10-3 angegeben®. Daher wird fiir die Hemmung der Magensalz- 
siurebildung durch Thiocyanat ein anderer Mechanismus als der einer 
CAH-Hemmung angenommen?: ®. 

In der Magenschleimhaut hemmt Thiocyanat den H®-Flux®’, ohne 
den Cl°-Flux, Diamox dagegen den Cl°-Flux, ohne den H®-Flux zu be- 
einflussen®. 


1 TIT. Mitteil.: H.-J. Dulce, P.Siegmund, F.Kérber u. E.Schitte, 
diese Z. 320, 163 [1960]; vorlaufige Mitteil.: P. Siegmund, H.-J. Dulce, 
F. Koérber u. E. Schiitte, Naturwissenschaften 46, 358 [1959] 

2 I. Mitteil.: P. Siegmund u. H.-J. Dulce, diese Z. 320, 149 [1960]. 

3H. W. Davenport, Amer. J. Physiol. 129, 505 [1940]. 

4 W. Hoffmeister u. F. Kriick, Klin. Wschr. $2, 106 [1954]. 

5 W. Feldberg, D. Keilin u. T. Mann, Nature [London] 146, 651 [1940]. 

6 W.S. Rehm u. A. J. Enelow, Amer. J. Physiol. 144, 701 [1945]. 

7 KE. Heinz, Klin. Wschr. 84, 419 [1956]. 

8 H. Netter, Theoretische Biochemie, 8.727 Springer-Verlag, Heidelberg 
1959. 
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Wie in der vorangegangenen Arbeit? benutzten wir Legehennen als 
\ersuchstiere, da wihrend der Bildung der Eierschalen eine sehr rasche 
Demineralisation des Knochens erfolgt. Die Geschwindigkeit dieses Vor- 
gangs muB die Héhe des Plasma-Calciumspiegels entscheidend be- 
einflussen. Deshalb untersuchten wir dessen Héhe wihrend der Thio- 
cyanatwirkung. AuBer den Plasma-Calciumwerten wurden wieder Plasma- 
KiweiB und -Alkalireserve bestimmt. Der EinfluB von Thiocyanat auf 
Knochenphosphatase wurde in vitro untersucht. 

In einem orientierenden Versuch priiften wir die Wirkung dem 
NaSCN iaquivalenter Natriumjodidgaben auf die Plasma-Calciumwerte. 
Da Jodid und Thiocyanat in der Hofmeisterschen Reihe nebenein- 
ander stehen, miiBten unspezifische Ioneneffekte bei beiden Ionen auf- 
treten. 


Beschreibung der Versuche 


Wir verwendeten etwa einjahrige Leghornhennen von 1,5 bis 2 kg Gewicht. 
Sie erhielten ein kaufliches Standardfutter fiir Legehennen. Blut wurde durch 
Punktion der Fliigelvene entnommen und durch Heparin ungerinnbar gemacht. 
Plasma wurde durch sofortiges Zentrifugieren gewonnen. Natriumthiocyanat und 
Natriumjodid wurden als 10proz. Liésungen in die Fliigelvenen injiziert. 

Die Bestimmungsmethoden sowie Angaben iiber die Fehlerrechnung sind der 
I. Mitteilung? zu entnehmen. Alle angegebenen Signifikanzen D beziehen sich auf 
den Vergleich mit der Vorperiode. 


Ergebnisse 


Kine einmalige Gabe von 0,2 g NaSCN beeinfluf&te bei drei Lege- 
hennen den Plasma-Calciumwert noch nicht signifikant (Tab. 1). 
Eine darauf folgende Gabe von 0,4 g NaSCN erniedrigte das Plasma- 


Tab. 1. EinfluB von NaSCN auf das Plasma-Calecium und Plasma-Protein bei 
Legehennen (1. Versuchsreihe). 























. Tag 02g 0,4¢ 
oe NaSCN NaSCN 
Tier Nr. ~_| I. ; B. | 2, 2 3. 6. qT 6: 
Plasma-Calcium in mg% 
TIT 26,1 26,1 16,5 12,5 10,8 12,1 14,1 17,9 
XIT 19,8 19,8 14,1 14,7 13,8 14,6 16,0 20,2 
IX 21,6 21,1 14,1 14,9 15,3 26,7 24,8 25,8 
M 22,5 20,8 14,9 14,1 13,3 17,8 18,3 21,3 
+1,9 |}+0,6 |+0,8 |+0,7 |}+1,3 |+45 |+3,3 | +2,3 
D 0,9 3,7 4,2 4,0 1,0 ue 0,4 
Plasma-EiweiB in % 
TIT 4,78 4,15 3512 4,16 4,54 4,29 4,12 4,08 
XII 4,55 4,36 4,24 4,33 5,21 5,02 4,68 5,38 
___Ix 4,25 | 4,52 3,99 4,84 4,38 5,28 4,39 5,04 
M 4,53 4,43 3,78 4,44 4,72 4,86 4,40 4,83 
+ 0,14] + 0,14] + 0,33] + 0,21] + 0,25] + 0,30] + 0,14] + 0,39 
D 0,5 2,9 0,4 0,6 1,0 0,7 0,7 
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Calcium innerhalb von 24 Stdn. signifikant. Der tiefste Wert wurde am 
dritten Tag nach der letzten Injektion beobachtet. Am achten Tag nacii 
der Injektion war der Ausgangswert wieder erreicht. 


Das Plasma-Eiweif zeigte nur am ersten Tag nach der Injektion 
von 0,4 g NaSCN eine signifikante Erniedrigung gegeniiber der Vor- 
periode. 

In einer zweiten Versuchsreihe mit 6 Hennen wurde nur einmal 
0,4 g NaSCN injiziert (Tab. 2). Das Plasma-Calcium sank in 24 Stdn. 
signifikant ab und war nach 48 Stunden noch weiter erniedrigt. Am 
achten bzw. neunten Tag nach der Injektion hatte das Plasma-Calcium 
den Wert der Vorperiode wieder erreicht. Das Plasma-Eiweif zeigte 
nur am ersten Tag nach der Injektion eine allerdings nicht signifikante 
Erniedrigung. Schon nach 48 Stdn. entsprach der Mittelwert des Plasma- 
Proteins wieder der Vorperiode. 


Tab. 2. EinfluB von NaSCN auf das Plasma-Calcium und Plasma-Protein bei 
Legehennen (2. Versuchsreihe). 





Tag 0,4 g 
ee NaSCN 
quer Nr. Vorperiode | iB 2: 8. 9. 





Plasma-Calcium in mg% 




















I 23,0 21,6 23,8 17,3 13,5 11,3 17,9 
II 26,6 31,3 32,4 25,3 14,1 12,7 32,7 
Vill 21,0 21,4 24,4 17,2 13,3 14,1 23,1 
Ix 26,0 25,9 27,3 21,2 20,9 23,5 27,1 
x 30,0 27,9 32,9 28,0 27,4 28,2 23,0 
Itt 24,3 — 21,7 15,9 13,8 — 
M 26,0 + 1,0 20,8 iki | 18,0 24,7 
+ 2,0 +2,4 +3,¢ +2,5 
D 2,4 3,4 2,3 0,5 





Plasma-EiweiB in % 

















I 5,12 5,02 5,32 4,60 4,91 5,22 5,38 
II 5,56 6,49 6,45 6,01 5,55 6,02 6,55 
Vill 4,82 5,13 5,21 4,62 5,01 5,32 5,31 
Ix 5,34 5,16 5,16 4,80 5,30 4,78 5,42 
X 5,79 5,50 5,75 5,50 5,91 6,38 5,50 
III 4,64 — 3,88 4,04 4,28 —= _— 

M 5,39 + 0,18 4,93 5,16 5,54 5,63 

+ 0,29 | + 0,23 | + 0,29 | + 0,23 

D 1,35 0,88 0,44 0,81 








Die Plasma-Alkalireserve war einen Tag nach der Injektion von 
NaSCN gegeniiber der Vorperiode nicht bemerkenswert verindert 
(Tab. 3). 
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Tab. 3. Plasma-Alkalireserve vor und wahrend der Thiocyanatwirkung inVol.-°,, 














Huhn vor 1 Tag nach 
Nr. Injektion von 0,4 g NaSCN 

I 60,4 58,3 

If 58,2 57,6 

VIII 47,6 56,8 

IX 50,0 54,6 

M 54,1 + 3,4 56,8 + 0,8 

D 0,8 


Das Calcium der Eierschalen verringerte sich durch NaSCN von 
1,69 + 0,17 auf 0,60 +. 0,24 g pro Schale (Tab. 4). Wahrend der Thio- 
cyanatwirkung wurden in.beiden Versuchsreihen nur insgesamt vier 
Kier gelegt, so daf} eine genaue Analyse des Effektes nicht méglich war. 


Tab. 4. Der EinfluB von NaSCN auf das Schalencalcium (g/Eierschale). 


























Huhn Ceiiaia wahrend 
Nr. orperiode NaSCN 

I 1,87 | 1,74 | 1,78 0,72 
III 1,95 1,24 
IX 1,03 ,55 | 1,57 0,25 
XII 1,97 | 2,30 | 2,17 0,19 

M 1,69 + 0,17 0,60 + 0,24 
D 3,6 


In einem anderen Versuch erhielten drei Hennen 0,75 g Natrium- 


jodid intravenés. Die Durchschnittswerte fiir Plasma-Calcium und 
Protein anderten sich vor und 24 Stdn. nach der Injektion nicht auf- 
fillig (Tab. 5). 


Tab. 5. Einflu8 von Natriumjodid auf das Plasma-Calcium und Plasma-Protein bei 




















Legehennen. 
es Tag 750 mg NaJ 
Tier Nr. ™ I. 1 1. 2. 
Plasma-Calcium in mg®, 
x 22,6 22,0 19,5 
VII 20,7 19,5 24,2 
VIII 19,2 17,8 21,6 
M 20,8 + 1,0 | 19,6+ 1,4 | 21,8 + 1,4 
D 0,7 0,6 
Plasma-EiweiB in % 
xX 4,68 4,54 4,87 
VII 5,66 5,06 5,17 
VIIL 4,61 4,34 4,75 
M 4,98 + 0,33 | 4,64 + 0,68 | 4,93 + 0,39 
D 0,5 0,1 
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Die Aktivitiit der Knochenphosphatase wird erst bei einer Gesamt- 
konzentration von 0,lm NaSCN im Ansatz geringfiigig herabgesetzt 
(Tab. 6). 

Tab. 6. Wirkung von NaSCN auf die Knochenphosphatase. 


Ansatz: 1,0 ml Knochenphosphatase; 1,0 m/ Testlésung; 1,0 ml Glykokollpuffer, 
pu 8,35; 5,0 ml Na-Glycerophosphat; 3,0 ml 0,003m MgSO,. 











Konzentration y P abgespalten 
von NaSCN ‘ 
im Ansatz ‘ 20 Min. 60 Min. 
0 6,8 19,4 
10-2m 6,4 18,8 
10-!m 5,3 15,8 
Diskussion 


Die Reduktion der erhéhten Plasma-Calciumwerte bei Legehennen 
durch intravenése Gaben von Thiocyanat ist eine weitere Stiitze unserer 
Vorstellung iiber den Mechanismus der Demineralisation von Knochen, 
zumal dieser Effekt nicht auf unspezifische Ioneneinfliisse zuriickgefiihrt 
werden kann, da intravenése Gaben aquivalenter Natriumjodidmengen 
keinen charakteristischen Einflu8 auf die Plasma-Calciumwerte hatten. 

Eine acidotische Stoffwechsellage als Ursache des Absinkens des 
Plasma-Calciums konnten wir ausschlieRen, da die Plasma-Alkali- 
reserve wihrend des Calciumabfalls keine Anderungen gegeniiber der 
Vorperiode zeigte. 

Unsere In-vitro-Versuche iiber die Aktivitét der Knochenphos- 
phatase in Gegenwart von Thiocyanat schlieBen eine Wirkung iiber eine 
Hemmung dieses Fermentes ebenfalls aus. 

Da die Hemmung der Siuresekretion die einzig gemeinsame Wir- 
kung von Thiocyanat und Diamox ist, darf oder mu8 man den gleich- 
sinnigen EinfluB der beiden Pharmaka auf die erh6hten Plasma-Calcium- 
werte auf die Hemmung einer Siuresekretion zuriickfiihren. 

Ks ist aber zu diskutieren, ob dieser Vorgang — wie wir annehmen — 
in den Osteoklasten bzw. anderen Knochenzellen lokalisiert werden 
mu, oder ob eine Hemmung der Siuresekretion in Magen und / oder 
Niere die Plasma-Calciumwerte in gleicher Weise und Gréfe beein- 
flussen kénnte. 

Wenn man der Auflésung von unldéslichen Calciumsalzen durch 
Magensalzsiure fiir die Calciumresorption iiberhaupt eine Bedeutung 
zuschreiben, will, so kann die Calciumresorption bei Legehennen aus 
quantitativen Griinden nur in untergeordnetem Mafe von der Bildung 
der Magensalzsiure abhiingen. Denn um die 2 g Calcium, die fiir eine 
Kierschale nétig sind, zu Calciumchlorid aufzulésen, benétigt man 
immerhin 1/7 0,ln HCl. Die Annahme einer derartigen Salzsiure- 
produktion im Hiihnermagen — es miibte in 24 Stdn. etwa das halbe 
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K\6rpergewicht 0,ln HCl in den Magen sezerniert werden — ist durch 
keinerlei Erfahrung oder Experimente zu stiitzen. 

Eine Hemmung der Wasserstoffionensekretion in der Niere sollte 
sich in erster Linie in einer Natriumdiurese auswirken. Daf} eine solche 
bei unseren Versuchsbedingungen aber nicht sehr erheblich gewesen 
sein kann, zeigt die Konstanz der Plasma-Alkalireserve. Es besteht 
also erst recht kein Grund, eine bedeutende Calciumdiurese anzu- 
nehmen. 

Unter Thiocyanat konnte, wenn auch nur einmal signifikant, ein 
Absinken des Plasma-Proteins festgestellt werden. Wir wiesen schon 
bei der Besprechung des erniedrigenden Einflusses von Diamox auf das 
Plasma-Calcium? darauf hin, da eine Verminderung des Plasma- 
Proteins wahrscheinlich nicht die primire Ursache fiir das Absinken des 
Plasma-Calciums ist. 

Die unter Thiocyanat gelegten Eier zeigten eine signifikante 
Herabsetzung des Schalencalciums. Es muf aber noch dahingestellt 
bleiben, ob dem Thiocyanat ein direkter EinfluB auf die Schalendriise 
zuzuschreiben ist, oder die Verminderung des Schalencalciums nur auf 
die Hemmung der Knochendemineralisation und die Erniedrigung des 
Plasma-Calciumspiegels zuriickzufiihren ist. 


Zusammenfassung 

Es wurde gezeigt, daf eine einmalige Injektion von Thiocyanat die 
Plasma-Calciumwerte bei Legehennen signifikant erniedrigt. Die 
Plasma-EiweiBwerte verringerten sich dabei nur kurzfristig. Die Plasma- 
Alkalireserve war wihrend des Absinkens des Plasma-Calciums gegen- 
iiber der Vorperiode nicht verindert. 

In-vitro-Versuche zeigten, da Thiocyanat erst bei einer Kon- 
zentration von 0,1 m eine meBbbare Hemmwirkung auf die Knochen- 
phosphatase ausiibt. 

Die Bedeutung dieser Versuche fiir die Vorstellung iiber den 
Mechanismus der Knochendemineralisation durch eine H-Ionen- 
sekretion der Osteoklasten wird besprochen. 


Summary 

It was shown that a single injection of thiocyanate significantly 
lowers the plasma calcium level of laying hens. At the same time, 
there is a short-lived reduction in the plasma protein level. The alkali 
reserve of the plasma remained unchanged. 

In vitro experiments showed that bone phosphatase is not inhibited 
by thiocyanate in concentrations lower than 0.1 M. 

The significance of these results is discussed in relation to the 
hypothesis that bone demineralisation is caused by the secretion of 
H ions by the osteoclasts. 


' Priv.-Doz. Dr. H.-J. Dulce, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien 
Universitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 











Bd. 320 (1960) 


Untersuchungen 
iiber den Stoffwechsel der Polyenfettséuren bei der Ratte 
Von 
E. Klenk und H. Mohrhauer 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit KéIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. April 1960) 


Verabreicht man fettfrei ernihrten Ratten 5—6 Wochen lang 
Linolensiiure in Form des Methylesters in Mengen von etwa 30 mg 
tiiglich, so finden sich in den Leberphosphatiden unter den C,,- und C,,- 
Polyensiiuren vorwiegend A®-§-14-14-17_Kicosapentaensiure und ebenso 
A4.7. 10. 13.16.19. Tyocosahexaensiure!. Die Siuren treten nicht oder nur in 
geringen Mengen auf, wenn die Ratten die fettfreie Grunddiat oder die 
Grunddiit mit einer Zulage von Linolsiure anstelle von Linolensiure 
erhalten. Die Bildung dieser beiden im Tierreich weit verbreiteten 
Polyensiuren vom Linolensiuretyp ist offensichtlich abhingig von 
der Zufuhr von Linolensiure oder anderer Polyensiiuren dieses Typs 
mit der Nahrung. 

Im Linolensiureversuch lief sich auBer den beiden Hauptsiuren 
in kleineren Mengen auch eine C,.-Pentaensiiure nachweisen, die im 
Linolsiiureversuch und bei den fettfrei ernihrten Tieren fehlt. Es 
diirfte sich hier um die 4’-1°- 15-16-19. Pocosapentaensiure handeln, die 
in den Phosphatiden der Rinderleber den Hauptteil der C,.-Polyensiuren 
ausmacht? und die als eines der zahlreichen theoretisch médglichen 
Zwischenprodukte beim Ubergang von Linolensaure in die C..-Hexaen- 
siure aufzufassen ist (s. Schema S. 219). 

Um weiteren Einblick in den Stoffwechsel dieser Polyensiuren 
zu erhalten, haben wir Versuche mit einigen der nach dem obigen 
Schema in Frage kommenden, mit “C markierten Zwischenprodukten 
durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen folgende Sauren: 


A®- 9. 12.15. Octadecatetraensdure-[2-14C] 
Ail. 14. 17_Hicosatriensaiure-[2-14C] 

A8-11. 14. 17. Kicosatetraensaure-[2-14C] 

A7- 10. 13. 16. 19. T)ocosapentaensaure-[2-4C] 


Diese Sauren wurden Ratten verabreicht, welche wie oben 5—6 
Wochen lang mit der fettfreien Grunddiait und einer Linolensiurezulage 
ernihrt worden waren. Nach einigen Stunden tétete man die Tiere, 


‘1K. Klenk u. K. Oette, diese Z. 818, 86 [1960]. 
2 E. Klenk u. H. J. Tomuschat, diese Z. 808, 165 [1957]. 
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vewann aus den Leberlipoiden die Polyensiurefraktion und bestimmte 
die spezifische Aktivitat der bei der oxydativen und reduktiven Ozonid- 
spaltung auftretenden Abbaudicarbonsauren bzw. Abbaualdehyde. Die 
letzteren wurden in Form der Dinitrophenylhydrazone isoliert. Die 
Krgebnisse sind in Tab.1 und 2 zusammengestellt. Demnach findet 
sich praktisch die gesamte Aktivitit in den Dicarbonsaéuren und zwar 
hauptsichlich in denjenigen Dicarbonsiuren, die vom Carboxylende 
der hochungesittigten Fettsiuren stammen. 


9.12.15 
AP-12-18.C,, 


er 
4 \ 
11. 14.17_(4 + 9.12.15_00 
A'-14.17.C,, As-9-12-18.C,, 
J % \ 


\ / 


ff ; 
- 


oe ' y, 
J TF \ 
(A183. 16-19.(,,) A8- ll. 14. oe (AB: 6- 9 12. 15 1) 
P . 
. / ES 
ae ae: 
(A10-13-16.19.(,,) Ad: 8-11-14.17.¢, 
ni 4 
ae 


A 7-10.13.16. 2°-Ces 


Af 7-10-13. 16.19.(, , 


Ubergangsschema fiir die Polyensaiuren vom Linolensauretyp. Die nach links 


gerichteten Pfeile zeigen Kettenverlangerung, die nach rechts gerichteten De- 
hydrierungen an. Fiir die in dieser Arbeit nachgewiesenen Ubergange sind die Pfeile 
ausgezogen. Bisher nicht aufgefundene Sauren stehen in Klammern. 
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‘lab. 2. Ergebnisse des reduktiven Ozonidabbaus der hochungesattigten Fettsiuren 
aus Rattenleber und Radioaktivitét der Dinitrophenylhydrazone der Abbau- 
Aldehyde (in Imp. - Min.~! + mg). 





Abbaualdehyd 





Vanee Sem Nonanal Heptanal Hexanal Propional 


Mol* | Akt. | Mol | Akt. | Mol | Akt. | Mol | Akt. 





. C,,-Tetraensdure 0,17 43 0,09 87 0,10 40 0,64 10 

















] 

2. Cyo-Trienséure 0,15 50 0,20 | 136 0,09 18 0,55 5 
3. Cyo-Tetraensdure 0,17 | 38 | 0,17 | 65 0,10 | 41 0,55 1] 
4. Cyo-Pentaensaure 0,14 56 0,19 62 0,07 18 0,59 4 
5. Cy9-Diensaure 0,20 | 121 0,27 | 347 0,47 26 0,05 — 


* Mol/Mol Polyensiure (die Mengen der Abbau-Aldehyde sind umgerechnet auf 100 proz. Aus- 
beute). 


Ein Vergleich der Aktivitéten der verschiedenen Dicarbonsiuren 
(siehe Tab. 1) zeigt, daB in keinem der Ansitze noch gréBere Mengen 
der verabreichten markierten Polyensiuren vorkommen und dab etwa 
50% der vorhandenen Gesamtaktivitat sich in einem der beiden Haupt- 
bestandteile des Polyensiuregemischs, d.h. in der A®-8-11-14-17.Kico- 
sapentaensiure (Ansitze 1—3) oder der A*-7-19- 13.16.19 Tocosahexaen- 
siure (Ansatz 4) vorfindet. Es kann demnach der direkte Ubergang von 
A}. 14.17. Kicosatriensiure und von A?-11-14-17.Kicosatetraensiure in 
A>-8- 11. 14.17. Ricosapentaensiure, sowie der Ubergang von A?-10- 13.16.19. 
Docosapentaensiure in A4-7-10-13.16.19_Tocosahexaensiure durch ein- 
fache Dehydrierung als bewiesen gelten. Ebenso kann kein Zweifel 
bestehen, daB die A®- %12-15.Qctadecatetraensiure durch Ketten- 
verlangerung und Dehydrierung in die A>-8- 11-14-17. Kicosapentaensiure 
iibergeht, wobei als Zwischenprodukt die schon oben erwihnte A®- 11-14-17. 
Eicosatetraensiure auftreten diirfte. In allen diesen Fallen handelt es 
sich offensichtlich um schnell und leicht ablaufende Reaktionen. 

Andererseits scheinen die vorliegenden Befunde dafiir zu sprechen, 
daB beim Ubergang der C,, in die C,.-Polyensiuren die Reaktions- 
geschwindigkeit merkbar geringer ist. Dies ergibt sich daraus, dal 
in den Ansitzen 2 und 3 die C,.-Hexaensiiure im Gegensatz zu der 
Cyo-Pentaensiure nur einen geringen Teil der Gesamtaktivitat der 
Polyenséurefraktion enthalt. Um bindende Schliisse ziehen zu kénnen, 
wire es aber notwendig noch einen Versuch mit markierter C.)-Pentaen- 
siure auszufiihren. 

Neben diesen Reaktionen, die in Zusammenhang mit der Biogenese 
der Cy9- und C,.-Polyensiiuren stehen, miissen aber auch in entgegen- 
gesetzter Richtung laufende Prozesse sich abspielen. Diese Méglichkeit 
wurde schon friiher* auf Grund der Tatsache diskutiert, daB beim 
Studium des Einbaus von Acetat-[!4C] in die C,,- und C,.-Polyensiuren 


3 E. Klenk, diese Z. 302, 268 [1955]. 
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der Leberphosphatide die Malonsiure mit groBer Regelmibigkeit eine 
zwar kleine, aber deutlich feststellbare Aktivitit zeigt. Von Lynen 
wurde auf die Méglichkeit eines unmittelbaren Zusammenhangs zwischen 
nebeneinander herlaufenden Auf- und Abbaureaktionen und der Ein- 
fiihrung neuer Doppelbindungen im Polyensiurestoffwechsel hinge- 
wiesen. 

Wenn aufer den Kettenverliingerungen nicht auch Kettenverkiir- 
zungen vorkommen wiirden, so diirfte nur bei Ansatz 1 die Malonsiure 
Aktivitit zeigen, denn nach dem aufgestellten Reaktionsschema geht 
die A®- %-12-15.Octadecatetraensiure-[2-4C] durch zweimalige Ketten- 
verlingerung und Dehydrierung in die A‘-7-10 13.16.19. T)ocosahexaen- 
siure-[6-14C] iiber, so dali beim Ozonidabbau eines der fiinf Malon- 
siuremolekiile das 4C enthalt, wihrénd die Bernsteinsiure inaktiv sein 
mu8. In der Tat zeigt in diesem Ansatz die Malonsiure eine relativ hohe 
Aktivitat. Eine gewisse Aktivitit besitzt die Malonsiure aber auch in 
allen anderen Fallen. Dies diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB sich 
aus der verfiitterten markierten Polyensiure durch Kettenverkiirzung 
Acetat-[#4C] abspaltet und dai dieses zum Wiederaufbau der Polyen- 
siuren aus den verkiirzten Fragmenten verwendet wird. Auch die 
Aktivitét der Bernsteinsiure im Ansatz 1, sowie die Aktivitat der 
Glutarsiure im Ansatz 4 diirfte sich auf diese Weise erklaren. 

Weniger verstindlich ist die hohe Aktivitait der Azelainsaure in den 
verschiedenen Ansitzen. Jedoch besteht keine Gewihr dafiir, da8 eine 
Substanz von geniigendem Reinheitsgrad vorgelegen hat. Beimengungen 
von héheren oder auch niedrigeren Homologen sind hier nicht auszu- 
schlieBen. 

Ein entsprechender Versuch wurde zum Vergleich auch mit einer 
Saure vom Linolsiuretyp und zwar mit A"™-14-Hicosadiensiure-[3-“4C] 
ausgefiihrt (Vers. 5). Die Tiere hatten jetzt anstelle der Linolensiure 
eine Zulage von Linolsiure erhalten. Unter diesen Bedingungen besteht 
das Polyensaéuregemisch der Leberphosphatide vorwiegend aus A®-8- 11.14. 
Eicosatetraensiure (Arachidonsiure)!. Die Séiure, welche aus dem mar- 
kierten Ausgangsprodukt offensichtlich durch Einfiihrung von zwei 
weiteren Doppelbindungen in Stellung 8 und 5 entstanden ist, enthalt 
37% der Gesamtaktivitit des Polyensiurengemischs, wihrend die 
C,-Pentaensiure im Ansatz mit der C,9-Triensiiure (Ansatz 2) 43,5% 
und in dem mit der C,,-Tetraensiure (Ansatz 3) 52,5% der Gesamt- 
aktivitat des Polyensiurengemisches enthilt. Man gewinnt so den 
Eindruck, daf bei den hochungesittigten Polyensiuren die Dehy- 
drierungen leichter und vollstindiger verlaufen, als bei den schwacher 
ungesittigten. 

Weitere Versuche iiber den Stoffwechsel der Polyensiuren vom 
Linolsiuretyp wurden hier nicht ausgefiihrt, da auf diesem Gebiet 





4 F.Lynen in D. Richter, Metabolism of the Nervous System, S. 381, 
Pergamon Press, London 1957. 
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bereits sehr griindliche Untersuchungen von Mead und Mitarbeitern® 
vorliegen. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsge 
meinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 
A. Darstellung der “C-markierten Polyenfettsauren 


Die Ausgangspolyenfettsiuren wurden mit Methanol verestert und der 
Methylester mit LiAIH, zum Alkohol reduziert. Der Fettalkohol wurde mit 
p-Toluol-sulfochlorid in den p-Tosyl-Ester iibergefiihrt und dieser mit NaJ zum 
Alkyljodid umgesetzt. Das Alkyljodid wurde in butanolischer Lésung mit Na- 
Malonester-[2-4C] umgesetzt, der substituierte Malonester verseift und decarb- 
oxyliert. Die um 2 C-Atome verlangerte 2-4C-markierte Saure wurde mit Methanol 
verestert und der Methylester destilliert. 


1. A%-%-12-15.Qctadecatetraensaure-[2-4C] 


1,54 g A4-7-10-13.Hexadecatetraensaure (von Klenk und Knipprath® 
aus der Alge Scenedesmus obliquus gewonnen) wurden in 25 cm* 5proz. methanol. 
Salzsaure 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt und der gebildete Methylester mit 
Petrolather ausgeschiittelt. Ausb. 1,60 g (99° d. Th.). 


Reduktion zum Alkohol: In einem 250-cm*-Dreihalskolben, versehen mit 
Rihrer, Tropftrichter und RiickfluBkihler, wurde 1 g LiAlH, (Merc k) in 50 cm? 
absol. Ather suspendiert. Der Fettsdureester wurde, gelést in “50 em® Ather, unter 
starkem Riihren wahrend 1% Stde. zugetropft. Das iiberschiiss. LiAlIH, wurde durch 
Zutropfen von 20 cm* Essigester umgesetzt, mit 20 cm* Wasser sornotat und mit 
20 cm Salzsaure das ausgefallene Salz in Lésung gebracht. Die ather. Phase wurde 
abgetrennt, gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Ausb. 1,33 g (5,7 mMol = 
93% d. Th.). 

Umsetzung mit p-Toluol-sulfochlorid: In einem 250-cm'-Dreihals- 
kolben, ausgeriistet wie bei der Reduktion der Fettsiure, wurden 2,5 g (13 mMol) 
frisch dest. p-Toluol-sulfochlorid in 20 cm* getrocknetem Pyridin gelést und mit 
Eis-Kochsalz auf —15° gekiihlt. Der Fettalkohol wurde, gelést in 10 cm* Pyridin, 
innerhalb 14 Stde. unter Riihren zugesetzt, das iiberschiiss. Tosylchlorid mit Eis- 
wasser umgesetzt und das Pyridin in gekiihlter, verd. Schwefelsaure gelést. Der 
Tosylester wurde mit Ather ausgeschiittelt, siurefrei gewaschen und mit Na,SO, 
getrocknet. Die Ausbeute an Tosylester konnte nicht bestimmt werden, da nicht 
umgesetzter Fettalkohol mit ausgeschiittelt wurde. 


Umsetzung mit NaJ: Der Tosyl-Fettalkoholester (vermischt mit nicht 
umgesetztem Alkohol) wurde in 25 cm* trockenem Aceton gelést und mit 1,2 g 
wasserfreiem NaJ (8 mMol) 3Stdn. unter RiickfluB gekocht. Der Niederschlag von 
p-toluol-sulfonsaurem Natrium wurde abfiltriert, mit Aceton gewaschen und ge- 
trocknet. Ausb. 0,776 g. Das Filtrat wurde eingeengt, in Ather aufgenommen und 
zur Entfernung von freiem Jod mit war. Thiosulfatlésung, darauf mit Wasser 
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Ausb. an Alkyljodid, berechnet aus 
dem isolierten Na-Tosylat, 1,36 g (69% d. Th., bez. auf einges. Alkohol). 

Umsetzung mit Malonester: In einem 50-cm*-Schliffkélbchen, versehen 
mit RiickfluBkiihler und Trockenrohr, wurden 150mg metallisches Natrium 
(6,5 mMol) in 10 cm? n-Butanol (iiber Natrium dest.) gelést. (Das Butanol bewirkt 


5 J. F. Mead, G. Steinberg u. D. R. Howton, J. biol. Chemistry 205, 683 
[1953]; G. Steinberg, W. H. Slaton jr., D. B. Howton u. J. F. Mead, ebenda 
220, 257 [1956]; J. F. Mead u. D. R. How ton, ebenda 229, 575 [1957]. 

6 KE. Klenk u. W. Knipprath, diese Z. 317, 243 [1959]. 
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nach Bleiberg’ bei der Malonestersynthese langkettiger Alkohole weit bessere 
Ausbeuten als Athanol.) 26,4 mg Malonséure-diathylester-[2-"C] (1 mC, Radiv- 
chemical Centre Amersham, G. B.) wurde, vermischt mit frisch dest. inaktivem 
Malonester (insgesamt 820 mg 5,1 mMol), zu der butanolischen Na-Alkoholat- 
Lésung gegeben und aufgekocht. Das Alkyljodid wurde, gelost in 5 cm* Butanol, 
dem Reaktionsgemisch zugesetzt und 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Das Butanol 
wurde im Vak. abdestilliert, der Riickstand zur Verseifung mit 25 cm* 5proz. 
aithanol. Kalilauge 2 Stdn. gekocht. Das Unverseifbare wurde mit Ather ausge- 
schiittelt und nochmals verseift. Das nach der 2. Verseifung abgetrennte unver- 
seifbare Material bestand aus nicht umgesetztem Fettalkohol. Die alkohol.-waBr. 
Phasen der beiden Verseifungen wurden vereinigt und mit verdiinnter Salzsaure 
bis zur stark sauren Reaktion versetzt. Mit Ather/Petrolather wurde die sub- 
stituierte Malonsiure ausgeschiittelt, mit Thiosulfatlésung und Wasser gewaschen 
und iiber Natriumsulfat getrocknet. Ausb. 1,03 g (82% d.Th., bez. auf einges. 
Alkyljodid). 

Decarboxylierung: Die substituierte Malonsiure wurde in 20 cm* dest. 
Chinolin gelést und mit einer Spatelspitze Cu-Pulver versetzt. Innerhalb von 3 Stdn. 
wurde bis auf 120° erhitzt. Die entstehende Kohlenséure wurde durch einen N,- 
Strom aus der Apparatur getrieben und das Ende der Reaktion durch Einleiten 
des N,-Stromes in Barytwasser festgestellt. Das Chinoiin wurde unter Eiskiihlung 
in verdiinnter Schwefelsiure gelist, die 4**-15.Octadecatetraensaure mit 
Ather ausgeschiittelt, mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. 
Ausb. 881 mg (99% d. Th.). 

Das Produkt wurde wie eingangs beschrieben in den Methylester iiber- 
gefiihrt. Ausb. 886 mg. In einer fiir kleine Mengen eigens konstruierten Molekular- 
destillationsapparatur® wurde der Fettsiure-methylester bei 10-4 Torr und Heiz- 
badtemperaturen nicht iiber 120° wahrend 2Stdn. destilliert. Ausb. an dest. 
Methylester der 4*-9-12-15-Octadecatetraensaure: 580mg (33% d. Th., bezogen auf 
die eingesetzte C,,-Tetraensaure). 

Bei allen Manipulationen wurde stets dafiir gesorgt, da8 die ungesattigten 
Fettsiuren und deren Derivate nicht mit dem Luftsauerstoff in Berithrung kamen. 
Erhitzt und destilliert wurde unter Kohlensaure, in alkalischem Medium unter 
Stickstoff. Die Endprodukte wurden sofort unter Kohlensaure eingeschmolzen. 


2. A1-14-17. Kicosatriensaure-[2-“4C] 
5g Linolensaure (Roth, Karlsruhe) wurden in 45 ml trockenem Aceton 
gelést und auf —70° gekiihlt. Ein Niederschlag (evtl. Olsiure, Unverseifbares) 
wurde durch Absaugen des Lisungsmittels durch ein Filterstabchen abgetrennt. 
Einzelheiten iiber die Synthese sind der Tab. 3 zu entnehmen. 


3. 4811-14-17. Kicosatetraensaure-[2-4C ] 

Aus einer durch Destillation der hochungesattigten Fettsiuremethylester des 
Heringséls gewonnenen C,,-Polyensaiurenfraktion® (8,3 g) wurde die 4%-912-15_ 
Octadecatetraensaure (3,0 g) durch Gegenstromverteilung zwischen Eisessig/ 
Methanol/Acetonitril als unterer und n-Heptan als oberer Phase isoliert. Gas- 
chromatographisch wurde eine geringe Verunreinigung mit C,9-Saure festgestellt. 
Einzelheiten s. Tab. 3. 


4, A7-10-13-16-19. J) ocosapentaensaure-[2-!@C] 
Als Ausgangsmaterial stand eine von Klenk und Brucker-Voigt?® aus 
Heringsdl isolierte 45-8-1!-14-17. Kicosapentaensaure von hohem Reinheitsgrad 
zur Verfiigung. Kinzelheiten s. Tab. 3. 


7 W. Bleiberg u. H. Ulrich, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 2504 [1931]. 
8 H. Mohrhauer, Dissertat. Kéln 1960. 

9 E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 807, 272 [1957]. 

10 E. Klenk u. L. Brucker-Voigt, noch unveréffentlicht. 
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‘ab. 3. Ubersicht iiber die Darstellung von A1-!4-17-Kicosatriensaure-[2-"C}], 
A*-11-14-17, Kicosatetraensdure-[2-4C] und A7-1013-16-19_Pocosapentaensaure-|[2-14C] 
durch Kettenverlangerung. 





























AM-14-17.C, A*-11-14-17_C,, A7-10-13-16.19_(),, 
o 0O/ o/ 

g d. Th. 8 d. Th. 8 d.Th. 
Kinges. Fettsaure . 2,68 -- 1,81 — 1,69 — 
Methylester ae 291 96 1,83 96 1,72 97 
Fettalkohol ...... 2,28 93 1,57 95 1,50 96 
Ausgef. Na-Tosylat . . 1,21 72 0,68 61 0,59 60 
Daraus ber. a p Ae | 2 1,31 61 1,23 60 
Kinges. Na. . : , 0,173 — 0,160 — 0,160 —- 
Kinges. Malonester stee: 1,00 — 0,610 i 1 | — 
Davon radioakt. (1 mC) 0,073 — 0,027 ca 0,026 - 
Substit. Malonsiure . . . 1,58 de 0,791 65 1,12 96 
Decarboxylierte Siure 1,36 98 0,688 99 0,862 87 
Methylester ...... 1,36 —- 0,707 — 0,879 — 

Dest. Methylester . . . . 0,858 28* 0,403 20* 0,655 35* 


* Bez. auf die Ausgangssiure. 


5. 44-14. Kicosadiensaure-[3-4C] 


Es wurde Linolsaure-[1-4C] (CFA 104 B6, Radiochemical Centre, Amer- 
sham, 13 mg, 1 mCurie) mit inaktiver Linolsiure (Hofmann-LaRoche) vermischt. 
Die Linolsdure enthielt Spuren von Ol- und Linolensaure. 

Aus 1,51 g C,,-Diensiure wurden 1,39 g (97% d. Th.) C,,-Dienol erhalten. 
Bei der Malonestersynthese wurden 310mg Na und 3,9 g Malonester (inaktiv) 
eingesetzt. Decarboxylierte destillierte C,)9-Diensaiure: 527 mg (31,6°% d. Th.). 


B. Charakterisierung der synthetisierten Sauren 

Die Radioaktivitat der synthetisierten Polyenfettsiuren-methylester wurde 
im Fliissigkeits-Scintillationszihler (Packard Tri-Carb-Scintillation spectrometer 
314) ermittelt. Etwa 300 y der Fettsiure-methylester wurden in der Scintillations- 
lésung (Toluol + Scintillationsphosphor) gelést und bei der Stellung der Dis- 
kriminatoren auf 10—60 V die Aktivitat gemessen. Ermittlung der Zahlausbeute 
mit einem 14C-Standard-Praparat erméglichte die Berechnung der absol. spezif. 
Aktivitét in Imp. - Min.~!- mg~!; Zahlausbeute 53%. 

Zur Priifung auf Reinheit wurden etwa 10 mg der Polyensdure-methylester 
hydriert, verseift und nach 1. c.! papierchromatographisch analysiert. Die absol. 
spezif. Aktivitaét und die Ergebnisse der papierchromatographischen Untersuchung 
sind in Tab. 4 zusammengefaBt. 


Tab. 4. Aktivitaét und papierchromatographische Reinheit der synthetisierten 

















Polyenfettsauren. 
Vers P Absol. spezif. Akt. Papierchrom. 
Nr. Polyensturen Imp. : Min.~! - mg nach Hydrierung 
1 C,,-Tetraen- 1 460 000 Stearinsiure 
2 Cyo-Trien- 940 000 Arachinséure 
3 C,-Tetraen- 1 375 000 Arachinsaure 
4 Cy-Pentaen- 822 000 Behensaure 
5 Cy9-Dien- 1 320 000 Arachinséure 


1 A. Wagner, L. Abischu. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 88, 1536 [1955]. 











E. Klenk und H. Mohrhauer, Bd. 320 (1969) 
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Zur weiteren Charakterisierung wurden die UV-Absorptionsspektren der 
Polyensauren vor und nach der Alkaliisomerisierung (21% KOH-Glykol, 8 Min. bei 
180°) aufgenommen (Abb. 1). 





i 

















Abb. 1. UV-Absorptions- 
spektren der synthetisier- 
ten Polyenséuren (Methy]- 
ester) vor (a) und nach der 
Alkaliisomerisierung. 





1. C,,-Tetraensaure 
2. Cyo-Triensaure 
3. Cyo-Fetraensaure 

. Cyo-Pentaensaure 
. Cyo-Diensaure 
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Die Absorptionsspektren der nicht isomerisierten Saéuren zeigen, daB im Verlauf 
der Synthese durch thermische Isomerisierung ein geringer Anteil konjugierter 
Doppelbindungen entstanden ist. 

Die gaschromatographische Analyse (Gas-liquid-chromatograph mit Ioni- 
sationsdetektor, Barber-Colman Company, Rockford, USA) erméglichte eindeutige 
Identifizierung der synthetisierten Sauren und Abschatzung der Verunreinigungen 
(Abb. 2). Als Testséiuren diente ein Gemisch der Methylester von Stearin-, Arachin-, 
Behen- und Lignocerinsaure. 


C. Fiitterungsversuche mit “C-markierten Polyensaiuren 


Es wurden junge, weiBe, vorwiegend mannliche Ratten verwandt, die kurz 
nach der Entwéhnung mit fettfreier Diat! ernahrt wurden. Die Tiere der Vers. 1—4 
erhielten etwa 6 Wochen lang taglich mittels Schlundsonde zusiatzlich 30 mg 
Linolensiure-athylester (Roth, Karlsruhe), die des Vers. 5 Linolsiure-athylester 
(Hofmann-LaRoche). 
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Abb. 2. Gaschromatogramme der 
Methylester der synthetisierten Po- 
lyenfettsdiuren. 


1. C,,-Tetraensaure 

2. Cy9-Trienséure 

3. Cy9-Tetraensdure 

4. Cy.-Pentaensaure 

! Die Marken oben geben die Maxima 
2 der als Testsubstanzen verwendeten 
gesattigten Fettsiure-methylester an. 

















Die “C-markierten Polyensiuren wurden in Form der Methylester, in den 
Vers. 1—4 vermischt mit Linolensdéure-methylester, im Vers. 5 vermischt mit 
Linolséure-methylester, oral mittels Schlundsonde in zwei Portionen im Abstand 
von 3—4 Stdn. an 4—6 Versuchstiere verabreicht, insgesamt etwa 60 mg radio- 
aktive Polyensiure pro Tier. 4Stdn. nach der 2. Fiitterung wurden die Tiere 
getétet, die Lebern entnommen und die Lipoide mit Aceton und Methanol/Chloro- 
form extrahiert. Die Rohlipoide wurden mit methanol. Salzsiure umgeestert, die 
Methylester mit methanol. Kalilauge verseift. Das Fettsiurengemisch wurde durch 
Tiefkihlkristallisation in die drei Fraktionen der festen, schwach ungesattigten und 
hochungesattigten Fettsiuren zerlegt. Die Ergebnisse der Aufarbeitung sind in 
Tab. 5 und 6 zusammengestellt. Die Radioaktivitat der Fettsiurefraktionen wurde 
im Scintillationszihler bestimmt und in Imp. - Min.-!- mg~ in Tab. 6 aufgefiihrt. 


Tab. 5. Ergebnisse der Aufarbeitung der Rattenlebern. 





Einges. | 7,4; | Frisch- | Gesamt- | Methyl- Gesamt- 























Verfiitterte Sauren | Radio- d leber- lipoide ester fett- 
aktivitat Tie menge sduren 
iere 
(uC) (g) (g) (g) (g) 
1. C,,-Tetraen- 155 6 26,2 2,302 1,492 1,283 
2. Cyo-Trien- 107 5 34,5 2,197 1,430 1,154 
3. Cy9-Tetraen- 100 4 26,3 1,886 1,297 1,069 
4. C,.-Pentaen- 127 5 39,4 2,736 1,988 1,625 
5. Cyo-Dien- 108 6 32,3 1,896 1,245 0,970 


Tab. 6. Ergebnis der Tiefkihlfraktionierung der Gesamt-Fettséuren und spezif. 
Aktivitét der Fettsaurefraktionen (in Imp. - Min.~? - mg). 





gs ‘ schwachungesatt. hochungesatt. 
Verfiitterte feste Fettsiuren Wetesenn Wetiedienen 


en mg | JZ | Akt. | mg | JZ | Akt. | mg | JZ | Akt. 


1. C,s-Tetraen- 448 | 19,0 | 1000 | 467 | 112 | 4180 | 309 | 272 | 23600 
2. Cyo-Trien- 426 | 18,5 | 1900 | 433 | 109 | 2800 | 282 | 230 8250 
3. Cyo-Tetraen- 404 | 20,9 | 1840 | 392 | 109 | 3040 | 258 | 257 | 22950 
4. Cy.-Pentaen- 585 | 11,2 | 1170 | 647 81,5} 740 | 364 | 242 | 11500 
5. Cy9-Dien- 316 8,2 | 1020 | 381 | 104 | 3180 | 257 | 226 7000 























YI FE. Klenk und H. Mohrhauer, Bd. 320 (1960) 


Zur qualitativen Charakterisierung der Zusammensetzung des Polyensauren- 
gemischs wurden die UV-Absorptionsspektren der alkaliisomerisierten Polyen- 
siuren aufgenommen. Da die UV-Spektren der Vers. 1—4 weitgehende Uberein- 
stimmung zeigten, ist in Abb. 3 nur das UV-Spektrum aus Versuch 1 mit dem aus 
Vers. 5, von dem es sich in charakteristischer Weise durch einen Anstieg der Ab- 
sorption fiir Hexaen- und Pentaensiuren unterscheidet, dargestellt. 





Abb. 3. UV-Absorptions- H 
spektren der alkaliisome- | 400 
risierten hochungesattig- | 
ten Fettsiuren aus 
Rattenleber. 
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A: Vers. 1(Linolensiure 200} 
verfiittert) 

B: Vers. 5 (Linolsaéure 
verfiittert) 
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Die gaschromatographische Analyse ergab ebenfalls eine fast véllige Uber- 
einstimmung in der Zusammensetzung der hochungesattigten Fettsiuren aus 
Vers. 1—4. Das Gaschromatogramm der entsprechenden Fraktion aus Vers. 5 
(mit Linolsdure gefiitterte Tiere) unterscheidet sich jedoch in typischer Weise von 
den Chromatogrammen der mit Linolensaure gefiitterten Tiere (Abb. 4). 

Die von Klenk und Oette! beschriebene Zusammensetzung des Polyen- 
siurengemischs konnte bestitigt werden: Verfiitterung von Linolensaure bedingt 
das Auftreten gréBerer Mengen Cy, -Pentaen- und C,.-Hexaensaure, eine C,,- 
Pentaensaure ist in geringen Mengen vorhanden, wahrend die C,,-Tetraensaure 
fehlt. Im Linolsiureversuch kommt vor allem die C,9-Tetraenséure (Arachidon- 
siure) in gréBerer Menge vor, die C,9- und C,,-Pentaensauren fehlen, es tritt eine 
gewisse Menge einer C,,.-Tetraensaure auf. 





Abb. 4. Gaschromatogramme der Methyl- ——— : : 
ester der hochungesattigten Fettsiuren Og a Oo ln Oy 
aus Rattenleber. 


A: Vers. 1 (Linolensaure verfiittert) 
B: Vers. 5 (Linolsaure verfiittert) 


Auflésung des Chromatogramms: 
la = Palmitoleinsaure, 2a — Olsaure, 
2b = C,,-Diensaure, 2c = C,,-Trien- B 


siure, 2d = (C,,-Tetraensiure?, 3a = 
Cy-Triensaure, 3b = C,,.-Tetraensaure, 














3c = C,-Pentaensaure, 4a = C,,-Te- 
traensaure, 4b = C,,-Pentaensaure, 
4c = C,,-Hexaensaure. 
Die Marken oben geben die Maxima der A 
als Testsubstanzen verwendeten gesittig- la Zabed dab a a: 


ten Fettsdiure-methylester an. 
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|. Oxydativer Ozonidabbau der hochungesiattigten Fettsauren 


Die oxydative Ozonidspaltung und die Gewinnung der Abbau-Dicarbonséuren 
wurden in der iiblichen Weise nach Klenk und Bongard?? durchgefiihrt. Lediglich 
die Endpunktsbestimmung der Ozonisierung wurde abgeandert. Es wurden dem 
Reaktionsgemisch einige Tropfen einer Lésung von Sudanrot in Eisessig zugesetzt 
und bis zum Verschwinden des Indikators ozonisiert. Im Blindversuch wurde fest- 
gestellt, daB die gleiche Menge Indikator fast augenblicklich vom durchperlenden 
Qzon entfarbt wird. 
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] Abb. 5. Chromatogra- 
r | phie der Abbaudicarbon- 
025; a | | siuren aus den _ hoch- 
a. ungesattigten Fettsau- 
ren des Vers. la (vgl. 
el J ir Tab. 7). 
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Zur chromatographischen Trennung der Abbaudicarbonsauren wurde in den 
Vers. 1—4 die Saule D!* in Vers. 2b und 5 die BTW-Saule nach Klenk und Kremer™ 
angewandt. Wegen der entscheidenden Wichtigkeit der Ergebnisse des Ozonid- 
abbaus wurden die Abbaudicarbonsauren jeweils in 2 Parallelversuchen getrennt 
und identifiziert. 

Alle Dicarbonséure-Fraktionen wurden nach Klenk und Tomuschat™ 
papierchromatographisch identifiziert und auf Reinheit gepriift. (Etwa 50) der 
freien Dicarbonséuren werden auf Papier Schleicher & Schiill 2043b aufgetragen, 
mit 5proz. Butanol/Chloroform, aquilibriert mit 10 proz. Essigsiure, entwickelt und 
mit Jodid-Jodat-Starkelésung angefarbt.) 

Die Zusammensetzung der Dicarbonsiuren-Gemische ist aus Tab. 7 und Abb. 5, 
welche als Beispiel nur das Saulenchromatogramm des Vers. 1a enthalt, zu ersehen. 
Die Menge der einzelnen Dicarbonsaéuren ist angegeben in Mol/Mol Polyensauren, 
wobei mit einem mittleren Mol.-Gew. von 300 fiir das Polyensiéurengemisch ge- 
rechnet wird. Die Ergebnisse der papierchromatographischen Priifung sind in 
der letzten Spalte unter ,,Saure‘* angegeben. 

Radioaktivitatsmessung der Abbaudicarbonsauren: Die Na-Salze 
der chromatographisch getrennten und durch Laugentitration quantitativ be- 
stimmten Abbaudicarbonséuren wurden in Methanol/Wasser gelést und etwa 300 
auf Kupferplattchen aufgetragen. Nach Abdunsten des Lésungsmittels wurde die 

12 K. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

13 KE. Klenk u. G. Kremer, diese Z. 320, 111 [1960]. 

14 E. Klenk u. H. J. Tomuschat, noch unveroffentlicht. 
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E. Klenk und H. Mohrhauer, 


Fettsiuren (vgl. Abb. 5). 













Frakt. 
Nr. 





em? 
0,01n 
NaOH 


gef. 





Mol/Mol 


Saure 


Frakt. 
Nr. 





cm? 


0,01n 
NaOH 
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Tab. 7. Chromatogramme der Abbaudicarbonsiuren aus den hochungesattigten 


gef. — 
Mol/Mol | S4ure 















vgl. Abb. 5) 


Vers. la (Siule D; entspr. 13,3 mg; 


Vers. 1b (Siule D; entspr. 13,3 mg) 




































5—21 1,24 0,14 C,+C, 3—20 1,26 0,14 Cy+C, 
27—36 0,42 0,05 C, 26—39 0,47 0,05 C, 
39—48 0,42 0,05 C, 42—48 0,28 0,03 Cy 
49—60 2,00 0,23 C; 49—58 1,84 0,21 is 
63—79 | 2,54 0,29 Cy 65—71 2,37 0,27 .. 
80—88 13,80 1,56 Cs, 75—83 14,30 1,60 C, 

Vers. 2a (Siule D; entspr. 9,8 mg) Vers. 2b (Siule BTW; entspr. 8,7 mg) 

3—23 1,21 0,18 Cy+C, || 19—27 1,16 0,20 Cy 

34—40 0,25 0,04 C, 
30—44 0,45 0,07 C, 48—58 0,48 0,08 C, 
45—52 0,16 0,03 C, 62—69 0,28 0,05 C, 
55—65 1,45 0,22 C; 73—83 1,78 0,31 C; 
77—85 1,34 0,21 C, 92—105 1,47 0,25 C, 
89—98 8,95 1,37 C, 108—125 6,80 1,17 C, 











4—25 
29—49 
51—61 
67—81 
89—103 

105—115 


2,54 
0,68 
0,49 
2,33 
3,01 
13,55 


0,20 
0.05 
0,04 
0,19 
0,24 
1,09 


Vers. 3a (Saiule D; entspr. 18,7 mg) 


Vers. 3b (Saule D; entspr. 15,2 mg) 


4—30 
33—42 
44—55 
57—72 
80—91 
94—110 


1,65 
0,52 
0,24 
2,04 
2,42 
15,12 


0,16 
0,05 
0,02 
0,20 
0,24 
| 1,49 


| Cyt Cg 










4—18 
23—33 
36—48 
49—60 
67—79 
85—96 


1,75 
0,26 
1,52 
1,77 
1,78 


10,55 


0,03 
0,18 
0,21 
0,21 
1,25 


| 0,20 


Cy 


Vers. 4a (Siule D; entspr. 12,7 mg) 


+ Cs 


Vers. 4b (Saiule D; entspr. 25,4 mg) 


4—28 
29—39 
47— 65 
66—83 
94—111 

120—134 


3,83 
0,54 
2,28 
3,48 
3,67 
21,16 


0,24 
0,03 
0,14 
0,21 
0,22 
1,25 


Cyt+Cs 
Y 


wif 














18—28 
34—44 
48—60 
61—74 
75—91 
96—109 
112—134 


1,06 
0,40 
0,84 
0,72 
2,94 
1,51 
6,47 


Vers. 5a (BTW-Saule; entspr. 14,0mg) 








Vers. 5b (BTW-Saule; entspr.11,5mg) 


15—24 
28—39 
40—61 


64—85 
86—105 
106—131 


0,77 
0,29 
1,29 


2,24 
1,32 
6.45 


0,10 
0,04 
0,17 


0,30 
0,17 
0,85 
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Aktivitét der in ultradiinner Schicht vorliegenden Dicarbonsauren im fensterlosen 
Methan-DurchfluBzahler FH 407 und dem StrahlungsmeBgerat FH 49 (Friesecke & 
Hoépfner) gemessen. Die absolute Zahlausbeute dieser MeBanordnung von 52,8°% 
(ermittelt mit Hilfe eines Standardpraparates) entspricht der des Scintillations- 
zihlers (vgl. unter A); die in beiden Zahlgeriten gemessenen Aktivitaten sind also 
direkt vergleichbar. Die Ergebnisse der Aktivitatsmessung sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. 


2. Reduktiver Ozonidabbau der hochungesiattigten Fettsauren 


Nach dem von Klenk und Kremer"™ beschriebenen Verfahren wurden etwa 
50 mg der hochungesattigten Fettsiuren in Eisessig/Methylacetat ozonisiert und 
hydrierend gespalten. Die Abbaualdehyde wurden in die 2.4-Dinitro-pheny]l- 
hydrazone (DNPH) iibergefiihrt und mit Hilfe der Nitromethansaule chromato- 
graphisch getrennt (Nitromethan auf Kieselgel als stationaére und Petrolather als 
mobile Phase). Identifiziert wurden die DNPH durch Bestimmung der relativen 
Laufstrecken der einzelnen DNPH-Bander, bezogen auf das DNPH des Hexanals 
(Ry-Werte). Zur quantitativen Bestimmung wurde die Extinktion der DNPH in 
Benzol bei 366 mu gemessen. Die Berechnung der Zusammensetzung des Aldehyd- 
Gemischs erfolgte in Mol/Mol Polyensauren (Mittleres Mol.-Gewicht = 300). Das 
Ergebnis ist in Tab. 2 und 8 dargestellt. 


Tab. 8. Ergebnis des reduktiven Ozonidabbaus der hochungesattigten Fettsauren. 
Angaben in yg Dinitrophenylhydrazon der Abbaualdehyde bzw. in Klammern 
Mol/Mol Polyensaure. 




















Vers. Nr. | mg Subst. C, | C, C, C, 
1 4,7 504 (0,10) | 260 (0,06) | 270 (0,06) | 1450 (0,39) 
2 4,2 518 (0,12) | 626 (0,15) | 276 (0,07) | 1378 (0,42) 
3 3,2 184 (0,05) 170 (0,06) 96 (0,03) 444 (0,18) 
4 5,1 354 (0,06) | 456 (0,09) 184 (0,03) | 1121 (0,28) 
5 5,3 650 (0,11) 781 (0,15) | 1293 (0,26) 122 (0,03) 


Zur Radioaktivitétsmessung wurden die DNPH der Abbaualdehyde in Benzol 
geliést, auf Kupferplattchen aufgetragen und im fensterlosen Methan-DurchfluB- 
zahler gemessen. 


Zusammenfassung 
Bei Versuchen tiber den Polyensaurestoffwechsel der Rattenleber 
wurden folgende Ubergiinge festgestellt: 
1. As. 9-12-15.Octadecatetraensiure-[2-4C]—> A5-8- 4-14. 17_Kicosapentaen- 
siure 

. A1- 14.17. Kicosatriensiure-[2-4C]— A®-8- 11-14-17. Kicosapentaensiaure 
3. A8-11- 14.17. Kicosatetraensiure-[2-4C]— A5-8- 1-14.17. Kicosapentaen- 

siure 
4, A7-10.13. 16.19 Docosapentaensiure-[2-14C]—> A4-7- 10. 13.16.19. Docosa- 

hexaensiiure 
5. A1-14_Kicosadiensiure-[3-4C]—> A5-§-"-14-EKicosatetraensiure. 


bo 


Die Synthese der als Ausgangsprodukte bendétigten C-markierten 
Polyensaiuren wird beschrieben. 














Stoffwechsel der Polyenfettsiuren bei der Ratte Bd. 320 (1960) 


Summary 


In experiments on the polyenoic acid metabolism of rat liver, the 
. : pol) 
following conversions have been demonstrated : 
1. [2-4C] A®- 9-12-15.octadecatetraenoic acid > 
AS-8- 11. 18. 17_eicosapentaenoic acid 
2. [2-44C] A1-14-17.eicosatrienoic acid > 
A5.8.11.14.17_eicosapentaenoic acid 
3. (2-14C] A8-11-14-17_eicosatetraenoic acid > 
AS-8- 11. 14.17_eicosapentaenoic acid 
4, [2-4C] A?- 10-13. 16.19 docosapentaenoic acid > 
A4-7. 10.13. 16.19 docosahexaenoic acid 
5. [3-4C] A"-'4-eicosadienoic acid > 
AS-8-11.14_eicosatetraenoic acid. 
The syntheses of the ‘C-labelled polyenoic acids, which were used 
as substrates, is described. 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Kéln- 
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 52. 
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Zur Bestimmung der biologischen Wertigkeit 
von Nahrungsproteinen, IV! 


Der Vergleich der Wertigkeiten von Milch-, Roggen- 
und Weizeneiweif mit Vollei und ihre Berechenbarkeit 
aus der Bausteinanalyse 
Von 
E. Kofranyi und H. Miiller-Wecker 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungspbysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1960) 


I. 


Die gréBte Schwierigkeit bei der Ermittlung der biologischen 
Wertigkeit von Proteinen durch Ernihrungsversuche am Menschen 
besteht darin, daB reproduzierbare Werte nur durch langfristige Ver- 
suche zu erhalten sind. Wieviele Versuchstage als langfristig anzusehen 
sind, ist nur experimentell zu entscheiden. Als Beispiel sei das Mittel aus 
Bilanzversuchen an 4 Versuchspersonen angefiihrt. 












“00 
t ay 
IN 9p 
12 
f 








\ 





10 15 2 Mi.) 

lage —=— 
Allmahliche Einstellung des N-Gleichgewichts zwischen EiweiBzufuhr und 
EiweiBverbrauch. 


Das Diagramm der Abbildung ist wie folgt zustande gekommen: Die Ordinate 
gibt die positiven oder negativen gemittelten Stickstoffbilanzen in Gramm N pro 
Tag an. An der Abszisse ist die Zahl der Versuchstage angegeben; die einzelnen 
Versuchsabschnitte sind Halbwochen von abwechselnd drei und vier Tagen. Tages- 
bilanzen durchzufiihren ist wegen der langeren Zeitabsténde, in denen der Kot 
gesammelt werden mu8, praktisch unmédglich. 

Die Abbildung zeigt, da8 es immerhin 11 Tage dauert, ehe sich ein 
Gleichgewicht zwischen EiweiBzufuhr und Eiweibverbrauch eingestellt 
hat: Die ersten drei Halbwochen sind fiir die Berechnung unbrauchbar. 


1 TIT. Mitteil.: E. Kofranyi, diese Z. 809, 253 [1957]. 
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Als minimale Zeit fiir die nun folgende Bestimmung der Bilanz durci: 
Mittlung von zwei Halbwochenbilanzen kénnte man 10 Tage ansehen. 
So sind insgesamt 21 Tage fiir eine Wertigkeitsbestimmung nétig -- 
vorausgesetzt, dal} man das Gliick hatte, die Héhe der nétigen Eiweil’- 
zufuhr fiir eine ausgeglichene Bilanz richtig abgeschiitzt zu haben. Hat 
man keinen guten Bilanzausgleich erzielt, mu man die Eiweibzufuhr 
korrigieren und weitere zwei bis drei Halbwochen an den Versuch an- 
hangen, was zu einer Dauer des Gesamtversuches von 29 bzw. 32 Tagen 
fiihrt. Hat man mit der Eiweifaufnahme wieder falsch gezielt, so ver- 
langert sich der Gesamtversuch auf 39 bis 42 Tage. 

Es ware ein groBer Zufall, wenn eine Bilanz auf + 0,00 g N ausgeglichen ware. 
Uns geniigte es, wenn das Mittel der Perioden mit Bilanzausgleich nicht mehr als 
+ 0,2 g N je Tag von Null abweicht; als zweite Bedingung sehen wir an, daB sowohl 
Bilanzperioden mit positiven als auch mit negativen Vorzeichen zur Mittlung 
gelangen. Der kleine von Null abweichende Rest wird entweder vom aufgenommenen 
Stickstoff abgezogen (wenn positiv) oder dazugezaihlt (wenn negativ). Die so er- 
haltene Stickstoffmenge mal 6,25 wird als minimaler EiweiBbedarf angesehen und 
pro kg Kérpergewicht angegeben. 

Wie gut die Reproduzierbarkeit der Bestimmung der biologischen 
Wertigkeit bei langfristigen Versuchen an einer Versuchsperson ist, 
zeigen die zwei zeitlich ein halbes Jahr auseinanderliegenden Versuche 
an V.P. Gro. Es sollte die biologische Wertigkeit von MilcheiweiB bei 
verschiedener kérperlicher Beanspruchung am Fahrradergometer be- 
stimmt werden. V.P.Gro. fuhr zur Ermittlung der Dauerleistungs- 
grenze durchschnittlich 8 mkg pro Minute bis zur Erschépfung. Es 
zeigte sich, da die Héhe der biologischen Wertigkeit eines Nahrungs- 
mittels an einer Versuchsperson von der Hohe dieser Art Belastung 
unabhingig ist, und dafi man die Reproduzierbarkeit ganz vorziiglich 
nennen kann: sie betrug bei Arbeit am Fahrradergometer 0,49 g Milch- 
eiweiB pro kg Kérpergewicht, ohne Arbeit 0,48 g. 


II. 


Der eine von uns (V. P. Kof.) hat vor drei Jahren in einem lang- 
fristigen Selbstversuch die biologische Wertigkeit von Roggenprotein im 
Verhaltnis zu Milchprotein bestimmt!. Der Befund dieses Versuches 
sollte durch andere Versuchspersonen erhirtet werden; tiberdies wurden 
die Untersuchungen auch auf Weizenprotein ausgedehnt. Als Bezugs- 
protein sollte nicht Milch, sondern Vollei verwendet werden, da man 
dadurch den Anschluf an die Weltliteratur gewinnt, die durchweg 
Vollei als Bezugsprotein nimmt. Vollei soll eine héhere biologische 
Wertigkeit als Milch haben. In langfristigen Ernihrungsversuchen an 
4 Versuchspersonen konnten wir aber feststellen, daB die Unterschiede 
sehr gering sind. 

Als Versuchspersonen standen 4 Leute zur Verfiigung: 


1. V. P. Kof., Chemiker, 51 Jahre, 169 cm, 73,2 kg 
2. V.P. Riid., Studentin, 23 Jahre, 175 cm, 60,0 kg 
3. V. P. Gro., Student, 24 Jahre, 178 cm, 67,5 kg 
4. V.P. Dré., Student, 23 Jahre, 184 cm, 63,8 kg 
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Die Ernahrung erfolgte wie in der vorangegangenen Publikation! angegeben. 
Die Art der Darreichung sowie die Zulagen von Vitaminen und Mineralstoffen 
waren dieselben. Das Roggenmehl war von der Type 1150 mit dem Ausmahlungs- 
grad von 82°, das Weizenmehl war von der Type 1050 mit dem Ausmahlungsgrad 
von 83%. Zur Ernahrung mit Vollei nahmen wir das Homogenisat von 300 Stiick 
frischen Eiern, das in Tagesportionen fiir jede Versuchsperson in der Tiefkiihltruhe 
eingefroren wurde; zur Milchernahrung wurde Volilmilchpulver verwendet. 

Auch die Analyse der Nahrung, des Harnes und des Kotes erfolgte in den- 
selben Zeitabstinden wie in der vorangehenden Publikation beschrieben. Aber der 
mit einigen Tropfen Salzsiure angesiuerte Kot wurde unmittelbar nach der Aus- 
scheidung mit der zwei- bis dreifachen Menge Aceton verriihrt, zentrifugiert und 
dreimal mit Aceton ausgewaschen. Der Riickstand wurde konstant getrocknet, im 
Mixer zerkleinert und gab ein Pulver, das sich iiber Jahre aufbewahren ]a8t. Der 
Acetoniiberstand wurde gesondert analysiert. 

N-Bilanz ist Stickstoffaufnahme minus Stickstoffabgabe. Die Stickstoffabgabe 
besteht aus Harn-N plus Kot-N plus N-Verlust mit Haut, Haaren und Nageln. 
Harn-N wurde jede Versuchshalbwoche bestimmt, Kot-N jede Woche, der N-Verlust 
durch die Haut wurde nach den Ergebnissen der Untersuchung von Kraut und 
Miiller-Wecker? in Rechnung gesetzt: bei mannlichen Versuchspersonen taglicher 
N-Verlust 0,25 g pro m? K6érperoberflache, bei weiblichen 0,12 g pro m?; das macht 
bei Mannern etwa 0,4 g N, bei Frauen etwa 0,2 g N pro Person und Tag aus. Unsere 
Werte des minimalen Stickstoffbedarfs liegen darum etwas hoher als viele Angaben 
in der Literatur. 


III. 


Die Ergebnisse der langfristigen Bilanzversuche an 4 Versuchs- 
personen sind in Tab. 1 in g Protein pro kg Koérpergewicht und Tag 
wiedergegeben. Die Zahlen bedeuten den minimalen Eiweifbedarf bei 
ausgeglichener Bilanz; je niedriger die Zahl, desto héher die biologische 
Wertigkeit des betreffenden Proteins. 


Tab. 1. Minimalbedarf verschiedener Proteine fiir den Stickstoffbilanzausgleich 
in g Protein je kg Korpergewicht. 





























Versuchsperson Kof. Riid. Gro. Dro. 
VT | aie 8p te ar ey eae 0,65 0,51 0,51 0,37 
Ra CRIONOU Teese letr es saal atl a.” oats 0,80 0,54 0,58 — 
Roggenbrot + Lysin ....... — 0,48 0,51 — 
Roggenbrot + Leucin. ...... — _ 0,58 — 
eMGEMIVEr joss 6. ts es SS Ge 0,65 — 0,49 — 

0,48 

STIR. Ss cee eek Se ees. PS — a 1,08 0,99 
Weizenbrot + Methionin ..... — — 0,74 0,64 
Weizenbrot + Lysin. ....... — — 0,57 0,51 


Es zeigt sich, daB zwar die Reihenfolge und auch die Abstiinde der 
verschiedenwertigen Proteine die gleichen sind, daB aber die absolute 
Hohe eines Proteins von Versuchsperson zu Versuchsperson auber- 
ordentlich schwankt. Dies bedeutet, da der EiweifSbedarf individuell 


_* H. Kraut u. H. Miiller-Wecker, diese Z. 320, 241 [1960], nachstehend. 
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verschieden ist. Die Ursachen dieses stark unterschiedlichen Eiweil- 
bedarfs sind zur Zeit nicht bekannt, Untersuchungen dariiber sollen 
angestellt werden. 

Um die Ergebnisse an verschiedenen Versuchspersonen trotzdein 
vergleichen zu kénnen, wurden die Zahlen auf gleichen Protein- 
bedarf umgerechnet. Von jeder Minimalzahl wurde der reziproke Wert 
in prozentuale Beziehung zum reziproken Wert des minimalen Bedarfes 
an Vollei gesetzt. Dann erhilt man die Wertigkeit der Nahrungsproteine 
in Prozenten der Wertigkeit des Vollei-Proteins (Tab. 2). 


Tab. 2. Biologische Wertigkeit von Proteinen, bezogen auf Vollei = 100. 





























Versuchsperson Kof. | Riid. | Gro. | Dro. 
WMO ee err ne (bes ee See lt Le 100 |100 |100 | 100 
Roggenbrot . . . sol Boe ese 81,3 | 94 S30) — 
Roggenbrot + Lysin .... .°. — |106,1 | 100 — 
Roggenbrot + NS eee — — $7.8; — 
Malgapiver 4/6... 6 6 ews 100 — |105 — 
OY OU7E 0 C0 0 a Nae oe - -- 47,2 | 37,4 
Weizenbrot + Lysin. ...... _ _ 89,4 | 72,5 
Weizenbrot + Methionin .... _- — 69,4 | 57,8 


Die Wertigkeitszahlen dieser Tabelle liegen fiir ein und dasselbe Nahrungs- 
protein schon besser beisammen, aber einige Unstimmigkeiten muBten noch aus- 
gemerzt werden. So ist fiir die V. P. Gro. nicht Vollei, sondern Milchprotein das 
EiweiB mit der héchsten Wertigkeit; es wurde darum bei V. P. Gro. nicht Vollei, 
sondern Milch gleich 100 gesetzt. — Bei V. P. Riid. hatte der Grundversuch mit 
Vollei infolge einer Grippeerkrankung nicht den gesuchten Minimalbedarf ergeben. 
Um diese Versuche trotzdem auswerten zu kénnen, wurde der Wert des Versuches 
Roggen plus Lysin gleichgesetzt dem Wert bei V. P. Gro. und danach der Wert fiir 
Roggen und Vollei berechnet. 

Die so berechneten Werte zeigt Tab.3. Die Zahlen fiir die biologischen 
Wertigkeiten der jeweiligen Nahrungsproteine liegen nun erstaunlich nahe 
beisammen. Die Streuung der Werte betrigt in allen Fallen weniger 
als ein Zehntel ihres Betrages, obwohl die Unterschiede zwischen dem 
minimalen Proteinbedarf der Versuchspersonen sehr grof sind. 


Tab. 3. Korrigierte biolog. Wertigkeit von Proteinen, bezogen auf Milchpulver = 100. 























Versuchsperson Kof. | Riid. | Gro. | Dré. 
0, | UE sient 0 ee ee ee ane 100 (89,7) | 95,2 | 100 
Roggenbrot. . . ae ee 81,3 | 84,3 | 83,6 _ 
Roggenbrot + Lys BEG Se ps as yd a - 95,2 | 95,2 - 
Roggenbrot + ee ae ee — — 83,6 — 
UTED C2 a i 100 — |100 
Weizenbrot . . eae -- — 44,9 | 37,4 
Weizenbrot + Lysin. 5 eta tiate -- —- 85,1 | 72,5 
Weizenbrot + Methionin .... — _ 66,1 | 57,8 
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Als Ergebnis des langfristigen Bilanzversuches an Menschen kann 
man feststellen, daB die Unterschiede in der Wertigkeit von Vollei und 
Milchprotein gering sind. Es gibt Versuchspersonen, bei denen die 
Wertigkeit von Milchprotein geringfiigig héher liegt als die von Vollei. 

Die Wertigkeit von Roggenprotein liegt mit 83 doppelt so hoch wie 
die von Weizenprotein; die biologische Wertigkeit von Weizenprotein 
mit 41 muB als schlecht bezeichnet werden*. Sowohl im Roggen- als im 
Weizenprotein ist Lysin die begrenzende essentielle Aminosiure; 
durch Zulage von Lysin wird die Wertigkeit des Roggenproteins um 
11%, die des Weizenproteins um 19% verbessert. Die Zulage von Leucin 
verbessert die biologische Wertigkeit von Roggenprotein nicht, obwohl 
Leucin in diesem Protein in geringerer Menge vorhanden ist als im 
Protein des Volleis. Leucin bildet also keinen begrenzenden Faktor der 
biologischen Wertigkeit des untersuchten Proteins. 

Merkwiirdigerweise verbessert Methionin die biologische Wertigkeit 
von Weizenprotein, obwohl bei diesem Protein nicht Methionin, sondern 
Lysin den begrenzenden Faktor bildet. Dieser Befund wird in Teil IV 
dieser Publikation diskutiert. 


IV. 

Da von den verfiitterten Nahrungsmitteln genaue Baustein-Ana- 
lysen vorliegen, erhebt sich die Frage iiber den Zusammenhang zwischen 
der biologischen Wertigkeit und der Menge der essentiellen Amino- 
siuren in den verschiedenen Produkten. 

Die Analyse der Nahrungsmittel erfolgte nach der Hydrolyse nach Schram, 
Dustin, Moore und Big wood? in der vollautomatischen Apparatur von Hannig 


Tab. 4. EiweiBanalysen (g Aminosaure in 100 g des Proteins). 




















Vollei N po gg Roggen | Weizen 
ST a 6,4 2,9 4,4 4,0 
EOL: Ba a ee et 2,6 27 2,0 2,3 
‘LL eee 6,9 6,8 3,0 2.3 
PUCMVIRIATIN . 2. se 5,9 4,4 4,5 4,8 
Phenylalanin + Tyrosin. ..... 10,6 9,2 7,3 8,2 
MEVAUODRAN 53 6 6 we eh eet 1,55 1,70 0,86 0,98 
(lo 0) 8 a er 2,4 2,3 1,9 1,5 
Methionin + Cystin. ....... 5,1 3,2 3,6 6,1 
MUTI Ss: Seige e) ig) ures ae So 4,8 4,4 2,3 2,8 
py. (AME AGES ie Sa es 8,8 9,0 6,0 Fe 
USC a ere 5,7 4,8 3,6 3,9 
A Ae ea ae eee ee 8,6 yg 5,9 5,6 


* Vor mehr als 50 Jahren gab K. Thomas (Arch. f. Anat. u. Phys. [Waldeyer- 
Ergelmann] Physiol. Abt. 1909, 219, u. zwar S. 257) die biologische Wertigkeit fiir 
Weizenmehl mit 40 an. 

3 KE. Schram, J. P. Dustin, 8S. Moore u. E. J. Bigwood, Analytica chim. 
Acta [Amsterdam] 9, 149 [1953]. 

4 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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an Austauschersiulen (die Basen an Amberlite IRC 50, die iibrigen Aminoséuren 
an Amberlite CG 120). — Die Bestimmung von Methionin und Tryptophan erfolgie 
nach der Hydrolyse mit Bariumhydroxyd nach einer noch nicht publizierten 
Methode. 

Tab. 4 zeigt die Analysenergebnisse von Vollei, Vollmichpulver, 
Roggenmehl und Weizenmehl, die in dem vorliegenden Ernihrungs- 
versuch verwendet wurden. — In Tab. 5 stehen die Berechnungen der 
biologischen Wertigkeit einmal nach Mitchell-Block (Chemical 
Score), andererseits nach Oser (EAA-Index). 

Zur Berechnung der biologischen Wertigkeiten nach Mitchell- Block® werden 
folgende Aminosiuren herangezogen: Lysin, Tryptophan, Threonin, Leucin, Iso- 
leucin, Valin, Phenylalanin -+- Tyrosin und Methionin + Cystin. Die Prozentgehalte 
der Aminosauren des Volleis werden gleich 100 gesetzt und die essentiellen Amino- 
siuren des zu testenden Proteins werden in Prozente» der Menge der jeweiligen 
Vollei-Aminoséuren ausgedriickt. Die in geringster prozentualer Menge vorliegende 
essentielle Aminosiure soll die biologische Wertigkeit des Proteins begrenzen. Thr 
Gehalt in Prozent ihrer Menge im Ei wird ,,Chemical Score“‘ genannt. — 

Zur Berechnung der biologischen Wertigkeit nach Oser® werden folgende 
Aminosauren herangezogen: Arginin, Histidin, Lysin, Phenylalanin, Tryptophan, 
Methionin, Threonin, Leucin, Isoleucin und Valin. Die Prozentgehalte der Amino- 
saiuren des Volleis werden gleich 100 gesetzt, und die essentiellen Aminoséuren des 
zu testenden Proteins werden in Prozenten der Menge der jeweiligen Vollei-Amino- 
siuren ausgedriickt; Prozentzahlen iiber 100 werden auf 100 reduziert. Das geo- 
metrische Mittel dieser 10 Prozentzahlen wird ,,EAA-Index“‘ genannt. — Der Ver- 
fasser hat diese Berechnungsmethoden in einer anderen Arbeit kritisch untersucht’. 

Vergleicht man die Ergebnisse der langfristigen Ernaihrungsver- 
suche mit den Zahlen der beiden Berechnungsmethoden, so findet man 
keine Ubereinstimmung (Tab. 5). So zeigt der Ernihrungsversuch am 
Menschen die Gleichwertigkeit von Ei und Milch, wihrend beide Be- 
rechnungsarten die Milch tiefer ansetzen. — Wahrend im Ernahrungs- 
versuch die Wertigkeit von Weizen halb so hoch ist wie die von Roggen, 
sollte sie nach dem ,,EAA-Index“ gleich hoch sein, nach dem ,,Chemi- 
cal Score‘ nicht sehr verschieden. 


Tab. 5. Vergleich der biologischen Wertigkeiten nach ,,Chemical Score“ und 
,,HAA-Index*‘ mit Ernahrungsversuchen an Menschen. 














| Vollei Milch | Roggen | Weizen 
Chemical Score . . ee ee 100 63 43 34 
OS Oe ee 100 85 63 63 
Ernahrungsversuch ........ 100 100 83 41 


DaB eine Leucin-Zulage im Gegensatz zur Lysin-Zulage die biologi- 
sche Wertigkeit von Roggen nicht erhdht, ist ein Experimentum Crucis 
gegen den ,,EAA-Index‘‘, denn nach Oser wird jede essentielle Amino- 
siure mitgemittelt und miifite bei ihrer Erhéhung bis zu der Menge, 
wie sie im Ei vorliegt, die biologische Wertigkeit steigern. Nach dem 


5 H. H. Mitchell u. R. J. Block, J. biol. Chemistry 1638, 599 [1946]. 

6 B. L. Oser, J. Amer. dietet. Assoc. 27, 396 [1951]. 

7 E. Kofranyi, Wissenschaftliche Veréffentlichungen der Deutschen Ge- 
sellschaft fiir Ernahrung, Band II, 8. 52, Steinkopff-Verlag, Darmstadt 1959. 
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Chemical Score“ steigert blob die Zulage der begrenzenden essentiellen 
Aminosiiure (in diesem Falle Lysin) die biologische Wertigkeit. — Wenn 
aber eine Zulage von Methionin die Wertigkeit von Weizen und Roggen 
steigert, so spricht das gegen den ,,Chemical Score‘, denn Methionin ist 
(in diesem Falle) nicht der begrenzende Faktor. 

Auch wenn man bei der Berechnung nach Oser das Arginin nicht 
beriicksichtigt, dafiir die Summe von Tyrosin -++ Phenylalanin sowie 
Cystin + Methionin verwendet, erhilt man keine bessere Uberein- 
stimmung mit dem Ernihrungsversuch: fiir Milch 89, fiir Roggen 61, fiir 
Weizen 67. Man kann sich des Eindrucks nicht erwehren, das die biolo- 
gische Wertigkeit auch von Faktoren abhangig ist, die nicht in der 
Menge des zugefiihrten Baumaterials fiir die Eiweibsynthese 
begriindet sind. 

So ist seit langer Zeit bekannt, daB mannliche Geschlechtshormone die Protein- 
synthese stimulieren. Neuderdings konnte der Nachweis dafiir sogar in vitro er- 
bracht werden: der Einbau von Glycin-[C] und Phenylalanin-[{!4C] in Nieren- 
schnitte von Ratten wurde durch Testosteron stark beschleunigt®. 

Auch Vitamin B,, (Cobalamin) fordert die EiweiBsynthese und verbessert bei 
Fiitterungsversuchen die Wertigkeit maBiger Proteine®. (In unseren Versuchen war 
die B,.-Zufuhr fiir alle Versuchspersonen gleich. Da mit der Nahrung kein Cobal- 
amin zugefiihrt wurde, erhielten sie taglich 1,5 y; als Bedarf wird etwa 1 y angesehen. 

Es scheint, daB Methionin bei der Eiweifsynthese eine doppelte 
Rolle spielt: einerseits als EiweiBbaustein, andererseits als Hilfsstoff 
der Proteinsynthese. Dafiir spricht nicht nur die Steigerung der biolo- 
gischen Wertigkeit von Nahrungsmitteln durch Methionin, in denen es 
nicht den begrenzenden Faktor bildet, sondern auch die Tatsache, dab 

es als einzige Aminosiure sowohl in der L- als auch in der D-Form ver- 
braucht wird. Der enzymatische Ablauf der Eiweibsynthese ist, wie 
wir heute wissen, lang und kompliziert, und es ist darum einleuchtend, 
daf er an verschiedenen Stellen durch sehr verschiedenartige Stoffe 
beeinfluB werden kann. 


Zusammenfassung 


1. Bei Ernihrungsversuchen an Menschen wird gezeigt, daB es 7 bis 
10 Tage dauert, ehe sich ein Gleichgewicht zwischen EiweiBaufnahme und 
KiweiBverbrauch einstellt. LiBt man bei der Berechnung der Bilanzen 
die ersten 10 Tage unberiicksichtigt, so erhilt man fiir eine Versuchs- 
person bei einem bestimmten Protein bei Wiederholung des Versuches 
gut reproduzierbare Werte. 

2. Die Héhe des minimalen Eiweifibedarfes verschiedener Menschen 
fiir ein bestimmtes Protein ist sehr verschieden. Der Bedarf an Vollei- 
protein lag zwischen 0,35 und 0,65 g pro kg Korpergewicht, wobei die 


8 A. Bernelli-Zazzera, M. Bassi, R. Comolli u. P. Lucchelli, Speri- 


mentale 108, 291 [1958]. 
® 1. Europiisches B,.-“Symposion Hamburg, 8S. 13, Verlag Hans Huber, Bern 


und Stuttgart 1956. 
16° 
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iilteste Versuchsperson den héchsten Bedarf hatte. Setzt man die bic 
logische Wertigkeit von Vollei- oder Milchprotein gleich 100, so erhiil: 


man fiir ein bestimmtes Protein auch bei Versuchspersonen, die im Alter 


und Geschlecht verschieden sind, sehr iihnliche Werte. 

3. Die Wertigkeiten von Milch, Ei, Roggen und Weizen verhalten 
sich im Erniihrungsversuch etwa wie 100:100:83:41. Die Zulage von 
Lysin zu Roggen und Weizen erhéht ihre biologische Wertigkeit; in ge- 
ringerem Umfange wirkt auch Methionin, nicht dagegen Leucin. 

4. Berechnet man die biologischen Wertigkeiten aus Baustein- 
analysen nach den Berechnungsmethoden von Mitchell-Block (Che- 
mical Score) oder von Oser (EAA-Index), so erhilt man keine Uberein- 
stimmung mit den Ergebnissen der Ernihrungsversuche. 

5. Methionin hat unter den Aminosiuren eine Ausnahmestellung : 
es ist sowohl ein Eiweilfibaustein als auch ein Hilfsstoff der Eiweili- 
synthese. 


Summary 


1. It has been shown in dietary experiments with humans, that 
equilibrium between protein uptake and protein utilization is reached 
after 7 to 10 days. In repeated balance experiments with the same indi- 
vidual and any one protein, very reproducible results are obtained, if 
the first 10 days of the experiment are not taken into account. 

2. The minimum protein requirement of different individuals, 
receiving one particular protein, varies considerably. The requirement 
for complete egg protein lay between 0.35 and 0.65 g. per kg. body weight; 
the oldest individual had the highest requirement. If the biological value 
of complete egg or milk protein is set at 100, very similar values are 
obtained for any one protein, even for individuals of different ages and 
Sexes. 

3. The ratios of the biological values of milk, egg, rye and wheat 
proteins are 100:100:83:41 respectively. The biological values of rye and 
wheat proteins are raised by the addition of lysine; methionine also raises 
them slightly, while leucine is inactive. 

4. If the biological values are calculated from amino acid analyses by 
the method of Mitchell- Block (Chemical score) or by the method of 
Oser (EAA index), there is no agreement with the results from feeding 
experiments. 

5. Methionine is an exceptional amino acid: it is both a component 
of proteins and an auxilliary metabolite in protein synthesis. 


Dr. E. Kofranyi, Max-Planck-Institut fiir Ernéhrungsphysiologie, Dort- 
mund, Rheinlanddamm 201. 
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Die Stickstoffabgabe durch die menschliche Haut 
Von 
Heinrich Kraut und Hildegard Miiller-Weeker 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernahrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1960) 


Uber die Stickstoffabgabe durch die menschliche Haut finden sich 
in der Literatur nur wenige und dazu schlecht iibereinstimmende An- 
gaben'!*, Das veranlaBte uns, einen Versuch an 6mannlichen und 7 weib- 
lichen Versuchspersonen iiber einen Zeitraum von je 2 bis 3 Wochen 
durchzufiihren. Eine miinnliche Versuchsperson stand uns in drei 
aufeinanderfolgenden Jahren fiir diese Versuchszeit zur Verfiigung. Die 
Anzahl der Versuchstage betrug bei den Frauen 96, bei den Mannern 128. 


Tab. 1. Anthropometrische Daten der Versuchspersonen. 























— nd GréBe Gewicht Kérperoberf lache 
Jahre cm kg m 
§ Pe. 19 160,2 57,2 1,59 
Se. 21 176,6 68,0 1,84 
Wi. a) 34 175,4 71,4 1,87 
b) 35 175,4 75,5 1,91 
c) 36 175,4 74,1 1,90 
Pz. 22 179,7 73,4 1,92 
Sch. 24 180,2 76,0 1,92 
Gii. 21 175,4 74,1 | 1,96 
2 Jg. 25 164,7 63,7 1,70 
Ge. 24 165,4 49,9 1,54 
Ro. 31 163,5 59,5 1,64 
Schw. 18 170,7 61,6 1,72 
Ro. 19 159,5 55,3 1,56 
Ga 22 175,0 62,5 1,76 
Kli 21 163,5 49,2 1,52 

















1 Q. Funke, Dtsch. Arch. klin. Med., 7, 1 [1870]; J. Moleschott, Unter- 
suchungen zur Naturlehre des Menschen und der Tiere. Bd. XJI, 224 [1878]; 
zit. nach A. Jesionek, Biol. d. gesunden u. kranken Haut, Verlag F.C. W. Vogel, 
Leipzig 1916; K. Thomas, Arch. f. Anat. u. Phys. [Waldeyer-Engelmann] Physiol. 
Abt. 1909, 219, u. zwar S. 247: A. E. Taylor, J. biol. Chemistry 9, 21 [1911]; 
R. W. Bost u. P. Borgstrom, Amer. J. Physiol. 79, 242 [1926]; H. H. Mitchell, 
T. S. Hamilton u. W. C. Haines, J. biol. Chemistry 178, 345 [1949]; St. 
Rothmann, Physiology and Biochemistry of the Skin; The University of 
Chikago Press, Chikago 1954. 

la KE. Voit; Z. Biol. 90, 508 [1930}. 
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Tab. 1 gibt die anthropometrischen Daten der Versuchspersonen an. 
Die Kérperoberfliche O wurde nach D. Dubois und E. F. Dubois? 
errechnet mittels folgender Formel: 


log O = (0,425 log W +- 0,725 log H) + 1,8564, 


wobei O die Kérperoberfliiche in cm?, W das Koérpergewicht in kg und 
H die Korperliinge in cm ist. 


Methodik 
Wir ermittelten die Stickstoffabgabe durch die Haut 
a) durch Auswaschen getragener Baumwollunterwiische, 
b) durch Stickstoffanalysen des Badewassers. 


a) Die Versuchspersonen trugen enganliegende Baumwollhemdhosen, die bis 
zum Halsansatz reichten und Oberarm und Oberschenkel zum Teil bedeckten. 
Wir bestimmten die von der Hemdhose bedeckte Kérperoberflaiche und rechneten 
die gefundene Stickstoffmenge auf die gesamte K6rperoberflache um. Fiir jede 
Versuchsperson wurden 3 Hemdhosen verwendet, die jeweils 24 Stunden getragen 
und dann sofort ausgewaschen wurden. 

Zuerst wurden mit etwa 114 / Petrolither Fettsubstanzen extrahiert, um ein 
Festhaften der Hautpartikelchen zu verhindern. Dann wurde mit heifem dest. 
Wasser unter Zusatz von 5 bis 10 g eines Waschmittels (Henko mit 0,004% Stick- 
stoff) ausgewaschen und anschlieSend 3mal mit heiBem dest. Wasser nachgespiilt. 


Der Petrolatherauszug wurde durch gehartete Filter abgesaugt und im trocke- 
nen Riickstand der Stickstoffgehalt wie tblich bestimmt. Er enthielt zwischen 
3 und 56 mg Stickstoff. Im fetthaltigen Filtrat wurde zweimal probeweise der 
Stickstoffgehalt bestimmt. Er betrug 0,12 und 0,14 mg und konnte daher ver- 
nachlassigt werden. 

Das Wasch- und Spiilwasser wurde vereinigt, mit Salzsiure angeséuert und 
davon 2 Durchschnittsproben von 300 m/l analysiert. Das gesamte Waschwasser 
enthielt bei den Frauen zwischen 37 und 120 mg, bei den Mannern zwischen 80 und 
360 mg Stickstoff. Eine Filtration des Waschwassers zur Trennung in lésliche und 
unlésliche Bestandteile unterlieBen wir, da infolge der vorausgegangenen Behandlung 
mit Petrolither nur noch Spuren von abgeschilferten Hautpartikelchen vorhanden 
waren. 


b) Fiir unsere Untersuchungen war es nicht zweckmibig, die Ver- 
suchspersonen tiglich zu baden, da das Frottieren auf die Haut einen 
besonderen Reiz ausiibt, den sie mit gréBerer Stickstoffabgabe beant- 
wortet. Es wurde woéchentlich einmal ein Brausebad genommen. 


Wahrend des Brausebades trugen die Versuchspersonen Badehauben, um zu 
verhindern, daB Kopfhaare in das Badewasser gelangen. In der Badeseife wurde 
eine Stickstoffbestimmung durchgefiihrt (16 mg®, Stickstoff) und der jeweilige 
Seifenverbrauch festgestellt. Auch das Wasser war nicht ganz stickstofffrei. Es hatte 
einen Leerwert von 0,273 mg Stickstoff pro Liter. Der Wasserverbrauch betrug 
100 bis 150 Liter. Nach dem Bad und der Abmessung des Gesamtverbrauchs wurden 
etwa 10°, des Waschwassers entnommen, angesauert, filtriert und das Filter mit 


2 D. u. E. F. Dubois, Arch. Int. Med. 15, 868 [1915]. 
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tiickstand analysiert. Vom Filtrat wurde 1 / entnommen, auf wenige mi eingeengt 
und insgesamt zur Kjeldahl-Mikroanalyse verwendet. Es fanden sich auf die ge- 
samte Badeprozedur umgerechnet im unldéstichen Teil 100 bis 360 mg Stickstoff, 
im Filtrat 220 bis 500 mg Stickstoff, insgesamt 375 bis 760 mg Stickstoff. Auf den 
Tag und m? K6rperoberflache umgerechnet betragt der Verlust durch das Bad 
zwischen 22 und 86 mg Stickstoff. 


Das Zusammenfiigen aller Kinzelbestimmungen zu der gesamten 


Stickstoffabgabe durch die Oberhaut wird in Tab. 2 am Beispiel einer 
Versuchsperson dargestellt. 


Tab. 2. Analyse der Stickstoff- und Fettabgabe durch die Haut bei Versuchs- 
person Wi. 
Hemdhose: 0,896 m?; K6rperoberflache: 1,87 m? 



































Wasche 
Ver- =e 
Datum suchs- g Fett mg N in Bad 
tage (P.A.- | Wasch- | P. A.- — 
lésl.) wasser | Riickstd.| “°*™ mg N 
vee — — — a= 430,2* 

17. 2.— 18. 2. ] 0,60 144,3 8,8 153,1 
18. 2.— 19. 2. 2 0,67 162,3 6,7 169,0 
19. 2.— 20. 2. 3 0,65 137,8 5,6 143,4 
20. 2.— 21. 2. 4 — 202,3 6,6 208,9 
21. 2.— 22. 2. 5 0,73 158,2 8,1 166,3 
22. 2.— 23. 2. 6 0,62 186,1 6,0 192,1 
23. 2.—24. 2. 7 0,75 179,9 8,6 188,5 

24. 2. --- --- — 554,4 
24. 2.— 25. 2. 8. 0,59 174,3 6,6 180.9 
25. 2.— 26. 2. 9. 0,68 169,3 10,9 180,2 
26. 2.— 27. 2. 10. 0,64 137,8 5,8 143,6 
27. 2.— 28. 2. ll. 0,83 169,5 6,4 175,9 
28.2.— 1.3. 12. 0,61 122,3 5,5 127,8 
i as 2. 3. 13. 0,63 165.5 3,9 169,4 
2.3.— 3.3. 14. 0,64 155,4 3,9 159,3 

3. 3. = — — —_ 638.6 
3.3.— 4.3. 15. 0,79 122,0 15,0 137,0 
4.3.— 5.3. 16. 0,70 220,3 7,4 227,7 
5.3.— 6.3. 17. 0,51 232,5 5,5 238,0 
6.3.— 7.3. 18 0,65 217,2 5,9 223,1 
7.3.— 8.3. 19. 0,77 216,0 9,9 225,9 
8.3.— 9.3. 20. 0,69 215,5 8,8 224,3 
9. 3.— 10. 3. 21. 0,92 122,4 12,6 135,0 

10. 3. --- - ~ — 756,5 
Mittel pro 0,896 m? u. Tag 0,68 171,9 7,6 179,5 

Mittel pro m? und Tag 0,76 191,9 8,4 200,3 51,6 








* letztes Bad 4 Tage vorher. 
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Ergebnisse 
Wie Tab. 3 zeigt, ist die Stickstoffabgabe je m? K6rperoberfliche 
ebenso wie die Streuung um den Mittelwert bei den Frauen geringer als 
bei den Miinnern. 


Tab. 3. Durchschnittliche Stickstoffabgabe durch die Oberhaut (ohne die Abgabe 
durch Haare und Nagel) in mg/m? Kérperoberflache. 























a ae Mittelwert niedrigster héchster Quadratische 
Wert Abweichung 
3 Pe. 2o1,7 195,4 — 268,3 

Se. 191,6 109,2 — 244,6 + 21,23 

Wi. a) 251,9 194,2 — 317,2 + 14,81 

b) 243,5 157,4 — 329,6 + 16,15 

c) 226,3 141,5 — 294,2 + 17,96 

Pz. 288,3 202,0 — 365,0 + 19,71 

Sch. 278,9 253,3 — 389,5 + 14,18 

Gii. 146,0 105,8 — 191,2 + 13,68 

alle 3 232,3 + 17,21 

Q Jeg. 101,7 87,8 — 112,6 + 8,61 

Ge. 93,0 76,9 — 102,3 + 7,66 

Ro. 108,9 80,3 — 119,0 + 13,52 

Schw. 103,6 88,1 — 125,3 + 12,52 

Ro. 112,0 93,2 — 125,5 + 11,50 

Ga. 114,2 91,6 — 129,8 + 10,79 

Kli. 100,3 86,3 — 114,5 + 9,38 

alle 9 104,8 + 11,80 








Zu diesen Haut-Stickstoffverlusten muB8B man noch die durch- 
schnittlichen Stickstoffverluste durch Haare und Nigel addieren, 
fiir die von Voit'* brauchbare Zahlen vorliegen. Sie betragen pro m? 
Korperoberfliche nur 13,9 mg Stickstoff. Damit kommen wir bei den 
Frauen auf 105 +.14 = 119 mg Stickstoff/m? und Tag, bei den Mannern 
auf 232 + 14 = 246 mg Stickstoff/m? und Tag. Abgerundet betragt 
die Stickstoffabgabe bei den Frauen 120 mg und bei den Mannern 250 mg 
pro m? und Tag. 

Bei der Aufstellung von Stickstoffbilanzen wird iiblicherweise 
die Aufnahme mit der Nahrung und die Ausscheidung von Stickstoff 
in Urin und Faeces verglichen. Fiir iiberschligige Betrachtungen 
mag das geniigen. Sobald es aber auf gréBere Genauigkeit ankommt, 
z. B. bei Bestimmung der biologischen Wertigkeit von Proteinen, 
darf man den Stickstoffverlust durch Haut, Haare und Nigel nicht 
vernachlassigen. Die Notwendigkeit der Beriicksichtigung der Stickstoff- 
abgabe durch die Haut zeigen folgende Beispiele von Stickstoff-Bilanz- 
versuchen an miannlichen Versuchspersonen: 


Bei einem Versuch zur Bestimmung der biologischen Wertigkeit von Vollei- 
protein war die Bilanz bei einer Aufnahme von 5,1 g N mit + 0,45 g N positiv, bei 
4,1 g N-Aufnahme gerade ausgeglichen. Hatten wir die 0,4 g Stickstoffabgabe durch 
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die Haut nicht beriicksichtigt, so ware die Bilanz scheinbar bei einer Aufnahme von 
11g N mit 0,4g, bei einer Aufnahme von 5,1 g N mit 0,85 g positiv gewesen. 
{n diesem Falle ware der Bilanzausgleich scheinbar bei 3,2 g N-Aufnahme eingetreten. 
Das hatte einem Unterschied von 25,6 g EiweiB gegen 20,0 g Eiwei8 zur Erreichung 
des Bilanzausgleiches entsprochen. 

In einem anderen Bilanzversuch mit normaler gemischter Kost war die Bilanz 
bei 6,5 g N-Aufnahme mit 0,6 g N negativ, bei 8,0 g N-Aufnahme gerade aus- 
geglichen. Bei Nichtberiicksichtigung der Stickstoffabgabe mit der Haut hatten 
sich folgende Verhaltnisse ergeben: 

Bei 6,5 g N-Aufnahme ware die Bilanz mit 0,2 g N negativ, also fast aus- 
geglichen gewesen, bei 8,0g N dagegen mit 0,4 g positiv. Bilanzausgleich ware 
danach bei ungefahr 7,0 g N-Aufnahme zu erwarten gewesen, statt in Wirklichkeit 
bei 8,0 g N-Aufnahme. 

Es ist anzunehmen, daB viele Literaturangaben iiber die zum Stick- 
stoffausgleich notwendige Stickstoffzufuhr mit der Nahrung durch 
Nichtberiicksichtigung der Stickstoffabgabe durch die Haut viel zu 
niedrig liegen und darum ein falsches Bild des EiweiBbedarfs und der 


biologischen Wertigkeit der Proteine geben. 


Zusammenfassung 


Die mittlere Stickstoffabgabe durch die Oberhaut wurde bei nor- 
maler Umgebungstemperatur und normaler Betitigung bei Mannern zu 
232 und bei Frauen zu 105 mg Stickstoff pro m? Kérperoberfliche und 
Tag bestimmt. Die Stickstoffabgabe durch Haare und Nigel wurde 
mit 14 mg pro m? und Tag von Voit iibernommen, so daf insgesamt 
fiir Manner 250 mg, fiir Frauen 120 mg Stickstoffverluste durch Haut- 
und Hornsubstanzen pro m? und Tag anzunehmen sind. 

Bei der Aufstellung von Stickstoffbilanzen am Menschen ist dieser 
Verlust durch Haut- und Hornsubstanzen in Rechnung zu stellen. 


Summary 


The excretion of nitrogen through the epidermis has been deter- 
mined at normal environmental temperatures for human subjects 
engaged in normal occupations. Average values of 232 mg. and 105 mg. 
nitrogen per square metre body surface area per day were found for men 
and women respectively. Loss of nitrogen as hair and nails is given by 
Voit as 14 mg. per square metre per day, so that the total loss of ni- 
trogen through the epidermis and as horny material is 250 mg. and 
120 mg. per square metre per day for men and women respectively. 

In the maintainance of nitrogen balance in humans, this loss as 
dermal and horny substances must be taken into consideration. 


Professor Dr. Heinrich Kraut, Mazx-Planck-Institut fiir Ernahrungs- 
physiologie, Dortmund, Rheinlanddamm. 
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Mesylcholin, ein neues Analoges des Acetylcholins 
Von 
Alex Heusner und Helmut Wick 


Aus der Wissenschaftlichen Abteilung und dem Pharmakologischen Laboratorium der Firma 
C. H. Boehringer Sohn, Ingelheim a. Rh. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juni 1960) 


Es gibt eine Anzahl esterartiger Analoge des Acetylcholins (ACh), 
die anstelle des Stickstoffs oder bzw. und des alkoholischen Sauer- 
stoffs Heteroatome tragen!. 


© y © 
H,CCO—X—CH,—CH,—Y =(CH,),]Z° H,CCO—X—CH,—CH,—Y = (CH;,),]Z° 


i a0, Y =P, 7 = Cl i: xX —O0; ¥ —s; 2 = Cl 
aA — Oy — As 2 Cl Ve xk—Y=—s, 75 


im: X—s, Y=N, Z=Jd 


Welch und Roepke? haben das Phosphonium- (I) und Arsonium-Analoge 
(II) dargestellt, Renshaw und Mitarbeiter® das Mercapto-Analoge (III), Prelog 
und Mitarbeiter? das Sulfonium-Analoge (IV), und neuerdings haben Protiva und 
Jilek5 iiber eine Verbindung (V) berichtet, bei der sowohl der Stickstoff als auch 
der alkoholische Sauerstoff durch Schwefel ersetzt sind. Diese Analogen besitzen 
qualitativ noch die ACh-Wirkung, jedoch ist der vagomimetrische Effekt durchweg 
auf 1/,) bis 1/199 abgeschwacht. 


AB C 

O : 

I ® 
H,C—C—O—CH,—CH,—N=(CH,),] OH® VI 


Wihrend alle diese Abwandlungen die Stellen B und C im ACh (VI) 
betreffen, sind Versuche, auch im Bezirk A ein Heteroatom in der 
Weise einzufiihren, da die CO-Gruppe der Essigsiure durch eine SO,- 


1 Auch das Amid-Analoge des ACh (III; NH anstelle von S) ist bekannt 
(O. Hromatka, O. Kraupp u. ©. Skopalik, Mh. Chem. 84, 349 [1953]). Es ist 
ein sehr schwaches Vagomimeticum: J. M. van Rossum u. E. J. Ariéns, Arch. 
int. Pharmacodynam. Thérap. 118, 418 [1959]. 

2 A.D. Welch u. M.H. Roepke, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 55, 118 
[1935]. 

3 R. R. Renshaw, P. F. Dreisbach, M. Ziff u. D. Green, J. Amer. chem. 
Soe. 60, 1765 [1938]; vgl. auch R. G. Gillis, Chem. and Ind. 1957, 111; B. Hansen, 
Acta chem. scand. 11, 537 [1957]; Ss. S. Iwin, J. allg. Chem. 28 (90), 1332 [1958], 
(Chem. Zbl. 1959, 10201). 

4 V. Prelog, S. Juhadsz, A. Rezek u. P. Stern, Helv. chim. Acta 25, 907 
[1942]. 

5 M.Protiva u. J.O.Jilek, Chem. Listy 47, 219 [1953], (Chem. Zbl. 
1950/54, 1612 S). 
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Gruppe ersetzt wird, u. W. bisher nicht unternommen worden. Da es 
aber von Interesse erschien, inwieweit auch eine derartige Verbindung 
noch die physiologischen Eigenschaften von ACh besitzt, haben wir das 
Sulfonsiiure-Analoge des ACh-Bromids, das Methansulfonsiure-|/-di- 
methylamino-ithyl-ester]-brommethylat (Mesylcholin-bromid; X) dar- 
gestellt und seine pharmakologische Wirkung untersucht. 


HOCH, -CH,-N(CH;), —-—~ H,C-S8O,-0-CH,- CH, + N(CH,),]CI° 
| B sim: H,C - SO, - 0: CH, - CH, - N(CH,),] Br° 
| x 
[H,C - SO, - O- CH, - CH, - N(CH,).] J 
. “| 
IX ¥ 





| ¢ 4 ; rit ‘ a: 
Mou.” (CH;),N® °N(CH,)2] 2 CH,SO, 


/ 





XI 


Das entsprechende tertiére Amin, Methansulfonsaiure-[f-dimethylamino- 
athylester] (IX), lieB sich allerdings nicht in reiner Form isolieren. Zwar fiihrt die 
Umsetzung von $-Dimethylamino-athanol (VII) mit der aquimolaren Menge 
Methansulfonsaurechlorid (Weg A) glatt zum Hydrochlorid dieses Esters (VIII), 
jedoch entstand daraus bei der Alkalisierung anstelle der Esterbase [X ausschlieBlich 
1.1.4.4-Tetramethyl-piperaziniur -dimethansulfonat (XI)*. Das gleiche bisquartare 
Salz (XI) bildet sich bei der Reaktion von 2 Moll. Dimethylaminoathanol mit 1 Mol. 
Methansulfonsaurechlorid, wobei das zweite Molekiil Aminoalkohol die freiwerdende 
Salzsiure abfangt (Weg B). Bei diesem Verfahren erfolgt jedoch die Dimerisierung 
zum Piperazinderivat XI langsamer, so da8 man zum gesuchten quartaren Ester 
X gelangen kann, wenn die Reaktionsmischung unmittelbar nach der Abtrennung 
des Dimethylaminoathanol-hydrochlorids ohne Riicksicht auf die sofort einsetzende 
Ausfallung von XI mit Methylbromid umgesetzt wird. 


Die pharmakologische Wirkung von Mesylcholin wurde am isolierten 
Meerschweinchenrectum (Versuchsanordnung nach Magnus) gepriift 
und mit Acetylcholin verglichen. Auch Mesylcholin wirkt an diesem 
Testorgan wie Acetylcholin stimulierend, jedoch fanden wir im Mittel 
unserer Versuche, dafs diese muscarinartig-erregende Wirkung etwa 125 
mal schwiicher ausgebildet ist als die des Acetylcholins. 

Der Blutdruck des Hundes in Morphin-Chloralose-Urethan-Narkose 
wird durch Mesylcholin zunichst wie durch Acetylcholin gesenkt (vgl. 
Abbildung), bei hdheren Dosen von Mesylcholin schlieBt sich aber an die 
schnelle blutdrucksenkendeWirkung eine deutliche nicotinartig-erregende 
Wirkung an, die in einer Steigerung des Blutdruckes besteht. Bei Acetyl- 

6 Der Methansulfonsaureester IX dimerisiert sich also wesentlich leichter als 
die entsprechende $-Chlorathyl-Verbindung (L. Knorr, Ber. dtsch. chem. Ges. 
87, 3507 [1904]); vgl. auch K. H. Slotta u. R. Behnisch, Liebigs Ann. Chem. 
497, 170 [1932]; W. E. Rosen, V. P. Toohey u. A. C. Shabica, J. Amer. chem. 
Soc. 79, 3167 [1957], FuBnote 15. 
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cholin sieht man selbst in hohen Dosen diese zweite blutdrucksteigernde 
Komponente nicht, da sie vollkommen durch die blutdrucksenkende 
muscarinihnliche Wirkung iiberdeckt wird. Erst nach ausgiebiger 
Atropinisierung des Versuchstieres ist bei Acetylcholin die blutdruck- 
steigernde nicotinihnliche Komponente nachweisbar’. 





Blutdruck eines 10 kg schweren Hundes in Morphin-Chloralose-Urethan-Narkose 

(Vagi intakt, Spontanatmung), gemessen mit einem Hg-Manometer an der Arteria 

femoralis. Bei 1 : 100 y Mesylcholinbromid/kg ; bei 2 : 300 y Mesylcholinbromid/kg. 

Zwischen A und B lag eine Pause von 15 Min., in der 3 mg Atropinjkg gegeben 
wurden. Zeitschreibung: lange Striche = 1 Min. 


Die muscarinaihnlichen Wirkungen sind demnach bei Mesylcholin 
etwa 100 mal schwicher als beim Acetylcholin, wiihrend die nicotin- 
artige ganglionir-erregende Wirkung etwa 5—10mal stiirker als beim 
Acetylcholin ausgepriigt sein diirfte. Somit entspricht Mesylcholin 
in bezug auf die verstirkte nicotinartige Wirkung dem Acetylthiocholin 
(IIT). 

Herrn Prof. Zeile haben wir fiir sein Interesse an diesen Untersuchungen 
zu danken. 





7 H.H. Dale, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 6, 147 [1914]. 
8 Renshaw u.a., I. c.°. 
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Beschreibung der Versuche® 


Methansulfonsaure-|/-dimethylamino-athylester ]-hydro- 
chlorid (VITI): Eine Lésung von 10 g (87 mMol) frisch destilliertem Methan- 
sulfonsaéurechlorid in 20cm* absol. Ather wurde unter Umschwenken all- 
mahlich zu einer mit Eis-Kochsalz gekiihlten Lésung von 7,8 g (87 mMol) VII in 
25 em’ absol. Ather gegeben. Der Niederschlag, dessen Ausfallung sofort begann, 
wurde nach 1,5 Stdn. abgesaugt und mit absol. Ather gewaschen; Ausb. 12,4 g 
(84% d. Th.) vom Schmp. 93—101°. Durch Umkristallisieren aus Athanol wurde 
VIII in langen farblosen Nadeln vom Schmp. 116° erhalten. 


(',H,;NO,8 - HCl (203,7) Ber. C 29,48 H 6,93 A 
3 


C117 N 6,88 S 15,74 
Gef. C 29,37 H6,93 C117, 


1 
1 N7,19 S 15,70 


1.1.4.4-Tetramethyl-piperazinium-dimethansulfonat (XI): In eine 
Lésung von 0,88 g VIII in 30 cm? Chloroform wurde 15 Min. lang Ammoniak-Gas 
eingeleitet. Nach dem Abfiltrieren des ausgefallenen Ammoniumchlorids wurde die 
Lésung im Vak. zur Trockne gebracht, wobei 0,64 g (88% d. Th.) eines Kristallisats 
vom unscharfen Zers.-P. ab 280° zuriickblieben. XI wurde durch Umkristallisieren 
aus Methanol/Diisopropylather in farblosen Blécken erhalten, die sich in Ab- 
hangigkeit von der Schnelligkeit des Erhitzens ab 320° zersetzen. 


(,Ho»N»] 2 CH,0,S - CH,OH (366,5) Ber. C 36,05 H 8,25 N 7,64 S$ 17,50 
Gef. C 36,40 H7,93 N 7,51 8 17,65 


Dipikrat: Aus einer war. Lésung von XI mit waBr. Pikrinsdure gefallt. 
Aus Wasser feine gelbe Nadeln vom Schmp. 305° (Verpuffung)!°; keine Schmp.- 
Depression mit einem bei gleicher Temperatur schmelzenden Dipikrat, das in 
analoger Weise aus Tetramethyl-piperazinium-dichlorid!! bereitet worden war. 


CsH,)N.] 2 CgHsN,O, (600,5) Ber. C 40,00 H 4,03 N 18,66 
Gef. C 39,93 H4,14 N 18,84 


Mesylcholin-bromid (X): Zu einer mit Eis-Kochsalz gekiihlten Lisung 
von 8,9 g (100 mMol) VII in 35 cm® absol. Ather wurde langsam und unter Um- 
schwenken eine Lésung von 5,72 g (50 mMol) frisch destilliertem Methansulfon- 
siurechlorid in 20 cm® absol. Ather gegeben. Nach 3 Stdn. bei + 5° wurde das 
ausgefallene Hydrochlorid von VII abgetrennt und das sich allmahlich triibende 
Filtrat mit einem Uberschu8 an Methylbromid versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde noch 6 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann wurde der abge- 
schiedene Niederschlag (7,77 g) abgesaugt. Durch Eindampfen der Mutterlauge 
wurden weitere 0,7 g gewonnen; Gesamtausbeute 8,47 g (62°/, d. Th.). X wurde 
durch Umkristallisieren aus Methanol in farblosen Platten erhalten, die bei 148—149° 
schmolzen, bei 151° wieder erstarrten und bei 183—187° unter Gasentwicklung 
endgiiltig schmolzen. Das anhaftende Kristallmethanol kann durch Trocknen bei 
+ 60° im Vak. entfernt werden. 


C,H,,NO,S] Br (262,2) Ber. C 27,49 H6,15 Br 30,48 N 5,34 S 12,2 
Gef. C 27,60 H6,23 Br 30,96 N 5,14 8S 12,0! 


Wird das ather. Filtrat des Hydrochlorids von VII ohne Zusatz von Methy]- 
bromid bei Zimmertemperatur aufbewahrt, so haben sich nach 24 Stdn. reichliche 
Mengen an XI abgeschieden; ein weiterer Teil kann nach Einengen der ather. Lésung 
gewonnen werden. 


® Alle Schmelzpunkte unkorrigiert. Mikroanalysen von A. Bernhardt, Max- 
Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Miilheim (Ruhr). 
’ 10 Slotta u. Behnisch, 1. c.*: Zers.-P. 315°. 
11 Knorr, 1. c.®. 
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Zusammenfassung 


nicotinihnlich wirksam als dieses. 


Summary 


Mesylcholine bromide, the sulphonic acid analogue of acetylcholine 
bromide, has been synthesised. In its muscarine-like activity, it is 
about 1/100 as active as acetylcholine, but 5—10 times more active than 
acetylcholine in its nicotine-like activity. 


Dr. Alex Heusner, C. H. Boehringer Sohn, Chem. Fabrik, Ingelheim am Rhein. 
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Mesylcholin-bromid, das Sulfonsiiure-Analoge des Acetylcholin- 
bromids, wurde synthetisiert. Es besitzt etwa 1/100 der muscarin- 
iihnlichen Wirkungen des Acetylcholins, ist aber 5—l0mal stirker 
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Zur Diinnschicht-Chromatographie der Gehirn-Lipoide, 
ihrer Um- und Abbauprodukte 
Von 
Horst Jatzkewitz und Ehrenfried Mehl* 


Aus der Biochemischen Abteilung (Leiter: Priv.-Doz. Dr. H. Jatzkewitz) der Deutschen Forschungs- 
anstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut), Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1960) 


Bei Lipoidstudien an zerfallenen Markscheiden menschlicher 
Gehirue sollten die Hauptfraktionen aus der Siulenchromatographie 
rasch identifiziert und auf Einheitlichkeit iiberpriift werden. Die von 
Stahl! entwickelte Chromatographie an einer diinnen Schicht Kiesel- 
siiure, die mit einem speziellen Gerait auf Glasplatten ausgestrichen 
wird, erwies sich dafiir als besonders geeignet. Da dieses einfache Ver- 
fahren einen wesentlichen Fortschritt in der Lipoidanalyse darstellt, 
seien die schon anderweitig beschriebenen Vorteilet nochmals kurz 
aufgefiihrt und erginzt: 

1. Die Chromatographie nach Stahl ist fiir Lipoid-Trennungen 
universell anwendbar. Sie ist im allgemeinen technisch leichter durch- 
fiihrbar, weniger empfindlich gegeniiber Temperaturschwankungen 
und liefert schirfere Trennzonen als die fiir denselben Zweck vielfach 
benutzten imprignierten Papiere, die jedoch nach unserer bisherigen 
Erfahrung in Sonderfillen (z. B. Trennung homologer héherer Fett- 
siuren) nicht zu entbehren sind. 

2. Die Schichtdicke gestattet eine hohe Beladung (bis 200 y/cm) 
und damit eine priparative Substanztrennung. 

3. Wegen der besonderen Trennschirfe ist eine Laufstrecke von 
nur 10 bis 15 cm und somit im allgemeinen nur eine Laufzeit von 1 bis 
11% Stdn. erforderlich. 

4. Trennschirfe, hohe Maximalbeladung und ein von uns ent- 
wickeltes Universal-Spriihreagenz (vgl. unten) erméglichen es, manche 
Lipoidkomponenten zu erfassen, deren Anteil im Gemisch nur 0,2% 
betragt. 

5. Die bei der Diinnschicht als ,,offene Saule‘‘ verwendeten Lé- 
sungsmittel geben Hinweise fiir die Ubertragung der Trennung im 
priparativen MaBstab auf die geschlossene Siule. 

* Teil der medizinischen Dissertation von E. Mehl. 

1 E. Stahl a) Pharmac. Weekbl. 92, 829 [1957]; b) Chemiker-Ztg. 82, 323 
[1958]; c) Parfiimerie u. Kosmet. 39, 564 [1958]; d) Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 
pharmaz. Ges. 292/64, 411 [1959]. 
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* Die R,-Werte sind mit den iiblichen Schwankungen unter den gleichen methodischen Dedingungen (vet. meen st 
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Tab. 2. Zusammensetzung der in Tab. 1 aufgefiihrten Lésungsmittel. 
(,.K“ = Kammeriibersattigung 14, vgl. S. 254) 














" , Steighéhe Laufzeit 
Lésungsmittel* (cm ei 20°) (Stdn.) 
I: n-Heptan, ,,K“ een ee 10 yy, 
II: Tetrachlorkohlenstoff. . . . 18 3% 
III: Athylenchlorid = 1.2- Dichlor- &than,, \K“ 15 50 Min. 
IV: Chloroform, ,,K‘ . Bt 15 1 
V: Athylenchlorid/Methanol 98:2 . 15 1% 
VI: Petroléther (Sdp. 40—70°) )/Diathylather 
70230... ; 15 1 
VII: Chloroform/Eisessig. 96: 4 oer ea ae 10 1% 
VIII: Chloroform/Methanol 95:5 ...... 10 50 Min. 
IX: Diathylather mand). cere ; 10 80 Min. 
X: n-Propanol/12,5proz. waBr. Ammoniak 
80:20**. . , 10 3% 
XI: n- Propanol/17proz. wiBr. Ammoniak — 
70:3 ‘ « oe. Creare ae ta ee 10 334 
DSU Calaia a Lésungsmittel i tian 8 13, 
b) Losungsmittel V . . . 17 13, 
c) Chloroform/96 proz. Essigsiure 95: 5 10,5 Ge 


* Lésungsmittelgemische beziehen sich hier und im folgenden auf das Volumen-Verhiltnis. 

** Mindestens 12 Stdn. vor dem Chromatographieren in die Kammer gefiillt. 

*** Vor dem Auftragen der Substanzen 148t man zur Beseitigung stérender Untergrund- 
firbung Lésungsmittel V bis zum Rand der Diinnschichtplatte aufsteigen. Die unter a, b und c 
genannten Lésungsmittel — a und b mindestens 12 Stdn., c unmittelbar vor dem Chromatographieren 
in die Kammer gefiillt — werden nacheinander angewendet, wobei die Schicht jedesmal durch 30 Min. 
langes kaltes Fénen vom Lésungsmittel befreit wird. In diesem Fall beziehen sich die Rr-Werte auf 
die Steighéhe von 17 cm. 


Bei Lésungsmittel I bis VII und IX bleiben Phosphatide und Sphingolipoide 
am Start. Bei X haben Cholesterin und Cholesterinester sowie die Glyceride einen 
Ry-Wert > 0,90. Bei VIII und IX stéren die Fettséuren durch Streifenbildung. 
Mit dem Lésungsmittel Chloroform/Eisessig 98:2 kénnen sie nachtraglich auf die 
Ry-Werte zwischen 0,60 und 0,80 zusammengeschoben werden. Die anderen Ry- 
Werte werden dadurch kaum beeinfluBt. 


Im Diinnschichtchromatogramm wurden die in Tab. 1 aufge- 
fiihrten Rr-Werte von iiber 30 Testsubstanzen in 11 Lésungsmittel- 
systemen bestimmt. Das Schwergewicht lag dabei auf den phosphor- 
freien Lipoiden: dem Cholesterin und den Cholesterinestern, deri Neutral- 
fetten und ihren lipophilen Hydrolysaten und den Glykolipoiden mit 
ihren lipophilen Abbauprodukten. 


Durch Kombination dreier hintereinander angewendeter Lésungs- 
mittelsysteme (Stufentechnik!4) (System XII) wurde ein Ubersichts- 
chromatogramm geschaffen, das iiber die Zusammensetzung unbekannter 
Lipoidgemische orientiert und richtungweisend fiir die speziellere Auf- 
trennung und Identifizierung durch die Lésungsmittel I bis XI ist. 


Als Universal-Spriihreagenz fiir alle Lipoide benutzten wir eine 
schwach alkalische Bromthymolblau-Lésung, mit der bei den meisten 
Lipoiden noch 0,1 bis 1 y sichtbar gemacht werden kénnen. 
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Dariiber hinaus wurden zur Differenzierung fiir die Diinnschicht 
geeignete gruppenspezifische Spriihreagenzien* (vgl. Methodik) fiir 
Cholesterin, Cholesterin-ester, «-Monoglyceride, Glyko- und Phospholi- 
poide angewandt. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine Sach- 
beihilfe, Fraulein Claudia Seitz fiir technische Unterstiitzung. 


Material und Methodik 


Vorbereitung 
Die Aktivierung der Kieselgel-G-Schicht (Fa. E. Merck, Darmstadt) auf der 
Platte erfolgt durch 30 Min. langes Erhitzen auf 105°. 
Die Testsubstanzen werden in Chloroform oder Chloroform/Methanol 3:1 
gelost (2 bis 5 y Substanz in 1 «J Lésungsmittel) und als etwa 1 cm lange Striche 
ohne Verletzung der Schicht am Start aufgetragen. 


Die Chromatographie wird mit gleich groBen Platten** (20 x 20cm) in Kammern | 


gleicher Innenabmessungen** (20,5 20,5 x 8 cm) bei etwa 20° sofort nach dem 
Einfiillen der Lésungsmittel durchgefiihrt mit Ausnahme der mit ,,K‘‘ (= Kammer- 
iibersattigung14) gekennzeichneten Lésungsmittel (Athylenchlorid, Heptan und 
Chloroform). In diesem Fall wird ein ziehharmonika-artig gefaltetes Filterpapier 
mit den Abmessungen der Kammerlingswand in das Lésungsmittel eingetaucht 
und die Chromatographie nach friihestens 12 Stdn. vorgenommen. Es ist dabei 
darauf zu achten, daB die angegebene Steighéhe eingehalten wird. 


Testsubstanzen 


Folgende Handelspraparate der Firmen E. Merck, Darmstadt, Th. Schuchardt, 
Miinchen, und der Fluka AG, Buchs (Schweiz), werden benutzt: 

Tristearin, Tripalmitin und Triolein, sowie deren partielle Hydrolysate 
(Diglyceride und Monoglyceride); Palmitin-, Stearin-, Arachin-, Behen-, Lignocerin- 
und Linolensiure; Cholesterin und Squalen; Kephalin und Lecithin. 


Dargestellt wurden: 
Die Cholesterinester? der Lignocerin-, Stearin-, Ol- und Linolensaure. In 
bekannter Weise wurden aus Menschengehirn Cerebron® und Kerasin (halbsynthet.* 
aus Rohcerebron®), Cerebron- und Kerasin-schwefelsaureester®, Sphingomyelin® und 
eine Gangliosidfraktion? und als Abbauprodukte Ceramid® und Cerebronsaure® 
gewonnen. «-Hydroxy-stearinsiure wurde synthetisiert?". Die Fettsiure-methylester 
wurden aus den Fettsiuren mit Diazomethan erhalten. 
* Zum Teil mitbearbeitet von Fraulein Dipl.-Chem. G. Diisterdieck. 
** Grundausriistung der Fa. Desaga, Heidelberg. 
2 |. H. Page u. H. Rudy, Biochem. Z. 220, 304 [1930]. 
3 KE. Klenk u. F. Leupold, diese Z. 281, 208 [1944]. 
4H. E. Carter u. Y. Fujino, J. biol. Chemistry 221, 879 [1956]; E. Klenk 
u. R. Harle, diese Z. 189, 243 [1930]. 
6 H. Jatzkewitz, diese Z. $20, 134 [1960]. 
6 E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 267, 145 [1940]. 
7 E. Klenk, diese Z. 273, 76 [1942]. 
8 K. Klenk, diese Z. 153, 74 [1926]. 
® E. Klenk, diese Z. 166, 268 [1927]. 
10 §. Bergstrom, G. Aulin-Erdtmann, B. Rolander, E. Stenhagen u. 
8. Ostling, Acta chem. scand. 6, 1157 [1952]. 
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Squalen und «-Hydroxy-stearinsaure wurden in diese Untersuchungen ein- 
hezogen, weil der Kohlenwasserstoff als Gehirn-Inhaltsstoff", die Saure als Bestand- 
teil von Riickenmark-Cerebron!? erkannt wurde. 


Lésungsmittel 
Es werden analysenreine Lésungsmittel, wasserfreies Methanol und wasser- 
freier Diathylaither benutzt. Einige der verwendeten Lésungsmittel haben sich schon 
bei stulenchromatographischen Lipoidtrennungen bewahrt; andere (z. B. Propanol, 
waBr. Ammoniak!* und Tetrachlorkohlenstoff, der bereits zur Trennung von Chole- 
sterinestern verwendet wurde"’) sind fiir die Diinnschicht speziell geeignet. 


Sprihreagenzien 
Vor dem Entwickeln wird die Platte von den letzten Lisungsmittelspuren 
durch '/, bis 1stdg. Trocknen mit dem HeiBluftfén, bei essigsauren Systemen durch 
'/, stiindiges Trocknen bei 125° befreit. 


1. Universal-Sprihreagenz fiir Lipoide: 
a) 50 mg Bromthymolblau, 1,25 g Borsaure, 8 ml 1n NaOH und 112 mi dest. 
Wasser 


oder 
b) 40 mg Bromthymolblau und 100 m/ 0,01n NaOH. 


Die Lipoide erscheinen ockergelb (Monoglyceride und Polyensauren blaBgelb 
mit weiBem Rand) auf blauem Untergrund, der bald zu schwach gelb verblaBt. 
Die Lipoide bleiben dabei sichtbar und treten noch starker hervor, wenn man die 
Platten in eine Ammoniak-Atmosphare bringt (Farbumschlag nach Blau!). Die 
unterste Nachweisgrenze liegt bei 0,1 y (z. B. Sphingomyelin) bis 1 y (z. B. Cerebron- 
schwefelsiureester). Die Intensitét der Anfarbung erlaubt nur Riickschliisse auf 
die Qualitat, nicht auf die Quantitat. 


. Cholesterin und Cholesterinester: Nach dem Bespriihen mit konz. 
Shenclianiens ioe 1:174 oder 10proz. (g/v) Phosphorwolframsaure in 90 proz. 
Athanol!5 werden die Platten 15 Min. auf 90° erhitzt: Cholesterin und Cholesterin- 
ester geben rote Flecken auf weiSem Grund (unterste Nachweisgrenze 2—4 7). 
Unspezifisch angefarbt werden Polyensduren (schwach rosa). 


3. Monoglyceride: Drei Reagenzien fiir die modifizierte Perjodsaure-Schiff- 
Reaktion werden nacheinander aufgespriiht: 

a) 0,5proz. Perjodsaure in 90proz. Essigsiure (nur schwach anfeuchten!), 

b) 30proz. Natriumpyrosulfit-Lsg./3n HCl 1:1 (beide Lésungen auf 0° gekiihlt), 

c) Fuchsinschweflige Saéure: 5 m/l 10proz. Natriumpyrosulfit-Lsg., 85 ml 
Wasser und 0,2 g Fuchsin (Pararosanilin). Man mu8 die Lésung mindestens 12 Stdn. 
stehen lassen, mit Tierkohle behandeln, filtrieren und in brauner Flasche aufbe- 
wahren. 

Nach 15 Min. langem Erwarmen auf 90° geben gesattigte und ungesattigte 
«-Monoglyceride violette Flecken, Polyensiuren schwach graugriine und Cere- 
broside stark graublaue auf weiBem Grund. Die unterste Nachweisgrenze fiir Mono- 
glyceride liegt bei 1—3 y. 


11 EK. Mehl, (1959) unveréffentlicht; H.J. Nicholas u. B. E. Thomas, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 86, 583 [1959]. 

22: U. P.Skipski, S.M.Arfin u. M.M. Rapport, Arch. Biochem. Bio- 
physics 82, 487 [1959]. 

13H. Weicker, Klin. Wschr. 37, 763 [1959]. 

14M. H. Hack, Biochem. J. 54, 602 [1953]. 

aL: Douste-Blazy, J. Polonovsky u. P. Valdignie, C. R. hebd. Séances 
Acad. Sci. 285, 1643 [1952]. 

17* 
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4. Phospholipoide: Auf die mit Kénigswasser iiberspriihte Diinnschicht- 
platte wird ein Papprahmen, auf diesen eine Deckplatte gelegt und das Ganze 
15 Min. auf 100° im Trockenschrank erhitzt. Dann wird die Diinnschichtplatte von 
der Saure mit einem HeiGluftfoén oder durch weiteres Erhitzen im Trockenschrank 
befreit und das Phosphat mit Ammoniummolybdat-Reagenz in der Modifikation 
nach Rosenberg?® sichtbar gemacht. 

Es werden verwendet: 

a) 3 ml 5proz. (g/v) Ammoniummolybdat-Lsg. und 7 ml 5n HCl, auf 100 mil 
mit Aceton aufgefiillt (Haltbarkeit etwa 1 Woche). 

b) ~) Vanadylchlorid-Stammlésung: 2 g Vanadiumpentoxyd werden mit 20 ml 
konz. Salzséure so lange zum Sieden erhitzt, bis die Farbe der Lésung blaugriin ist. 
Man fillt mit 6x HCl auf 37 m/ auf und verdiinnt mit Wasser auf 400 ml (diese 
Stammldésung ist unbegrenzt haltbar). 

8) Reduzierendes Reagenz: 20 ml Vanadylchlorid-Stammlésung auf 100 m/ 
mit Aceton aufgefiillt. Die griine Lésung wird mit 250 mg Zinkpulver im ver- 
schlossenen Kolben so lange geschiittelt, bis sie braun geworden ist, vom Zink 
abdekantiert und sofort benutzt. : 

Nach dem Bespriihen mit Reagenz a, Trocknen an der Luft (evtl. mit HeiB- 
luftfon) und Bespriihen mit Reagenz f, werden blaue Flecken auf weiBem Unter- 
grund erhalten. Die unterste Nachweisgrenze liegt bei 2,5 y Sphingomyelin mit 
einem P-Gehalt von 0,1 y. 

5. Glykolipoide: 

Diphenylamin-Reagenz?’: 20 ml 10proz. alkohol. Diphenylamin-Lésung, 
100 ml konz. Salzsiure und 80 mi Hisessig. 


Die Diinnschichtplatte wird mit dem Diphenylamin-Reagenz iiberspriiht und 
mit Glasrahmen und Deckplatte (vgl. Phospholipoide) im Trockenschrank 30 Min. 
auf 105° erhitzt: Man erhalt blaugraue Flecken auf fast ungefaérbtem Grund. Die 
unterste Nachweisgrenze fiir Ganglioside liegt bei 4 y, fir Cerebron und Cerebron- 
schwefelsdureester bei 10 y. Gleichartig angefarbt wird eine atherlésliche unidenti- 
fizierte Fraktion vom Ry-Wert > 0,90 in Lésungsmittel X. 


Zusammenfassung 


Die durch Diinnschicht-Chromatographie erhaltenen Rr-Werte 
von iiber 30 Testsubstanzen (Cholesterin und Cholesterinester, Neutral- 
fette und ihre lipophilen Abbauprodukte, Glykolipoide und ihre lipo- 
philen Hydrolysenprodukte neben einigen Phospholipoiden) wurden in 11 
Lésungsmittelsystemen bestimmt. 


Durch Kombination dreier hintereinander angewandter Lésungs- 
mittelsysteme wurde ein Ubersichtschromatogramm geschaffen, das zur 
Orientierung iiber die Zusammensetzung unbekannter Lipoid-Ge - 
mische dient. 

Ein Universalreagenz zur Anfairbung von Lipoiden (untere Nach- 
weisgrenze 0,1—1 y) und Spezialreagenzien zur Erkennung von Choleste- 
rin und Cholesterinestern, Monoglyceriden, Phospho- und Glykolipoiden 
werden beschrieben. 


16 H. Rosenberg, J. Chromatography 2, 487 [1959]. 
17 Z. Dische, Mikrochemie 7, 33 [1929]. 
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Summary 


The Ry values of over 30 test substances (cholesterol, cholesterol 
esters, neutral fats and their lipophilic breakdown products, glycolipids 
and their lipophilic hydrolytic products and some phospholipids) 
have been determined by thin layer chromatography in 11 solvent 
systems. 

A survey of the components of unknown lipid mixtures can be 
made by the use of three solvent systems, one after the other. 

A universal reagent for the detection of lipids (lower limits, 0.1—lg.) 
and special reagents for the detection of cholesterol and cholesterol esters, 
monoglycerides, phospho- and glycolipids are described. 


De.. Dr. H. Jatzkewitz, Deutsche Forschungsanstalt fiir Psychiatrie, 
Miinchen 23, KraepelinstraBe 2. 
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Biochemische Untersuchungen zum Silikoseproblem 
Studien zur Permeabilitaét von oligomerer Kieselsaure 
in Rattenleberschnitten 


Von 
Klaus Krisch 


Aus dem Zentrallaboratorium der Stidt. Krankenanstalten Mannheim und dem Physiologisch- 
Chemischen Institut der Universitit GieSen (Direktor: Professor Dr. Hj. Staudinger) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1940) 


Eine der — im einzelnen noch umstrittenen — Theorien, die zur 
Deutung der Silikoseentstehung herangezogen werden, sagt aus, daB die 
sich von den Quarzpartikeln ablisende Kieselsiiure das primar schiidi- 
gende Agens sein soll (,,Léslichkeitstheorie“)!. 

Schwarz hatte im Modellversuch zeigen kénnen, daB beim Schiitteln 
von Quarzstaub in Wasser nur mono- bzw. niedrig oligomere Kieselsiure 
bis zu einer Grenzkonzentration von 10 mg% SiO, in Lésung geht?. Wir 
hatten in friiheren Arbeiten nachgewiesen, daB niedrigkonzentrierte oli- 
gomere Kieselsiiure die mikrosomale Glucose-6-phosphatase hemmt’, 
sowie weiterhin die oxydative Phosphorylierung isolierter Mitochondrien 
schidigt und deren Schwellung beschleunigt?. 

Angesichts dieser Befunde stellt sich die experimentell schwer zu- 
giingliche Frage, ob nach Einatmung von Quarzstaub in der Lunge auch 
tatsichlich intrazellulir Kieselsiure in einer Konzentration auftritt, 
die schiidigend auf die Mitochondrien wirken kénnte. Es ist von zahlreichen 
Untersuchern iibereinstimmend festgestellt worden, daB der Quarz nach 
kurzer Zeit durch Histiocyten phagocytiert wird und sich die Staub- 
partikeln im silikotischen Granulom regelmiBig intrazellular nachweisen 
lassen*®, 

In diesem Zusammenhang ist die Frage nach der Permeabilitat von 
Kieselsiure durch Zellmembranen interessant und wurde gerade in letzter 
Zeit lebhaft diskutiert’. Wenn geléste Kieselsiiure gar nicht oder im Ver- 


1 Zusammenfassung s. E. J. King, J. Occup. Med. 4, 26 [1947]. 

2 R.Schwarz, Angew. Chem. 68, 163 [1956]; R.Schwarz u. E. Baronetzky, 
ebenda 68, 573 [1956]. 

3 K. Krisch, diese Z. 314, 211 [1959]. 

4 W. Kersten, K.Krisch u. Hj. Staudinger, diese Z. 318, 109 [1958]. 

5 H.-W. Schlipkéter, Klin. Wschr. 38, 54 [1955]. 

6 A. Policard u. A. Collet in K. W. Jétten u. W. Klosterkétter, Die 
Staublungenerkrankungen, Bd. III, 8. 368, D. Steinkopf-Verlag, Darmstadt 1958; 
G. Mottura, ebenda S. 153; W. Klosterkétter u. H. Themann, ebenda S. 373. 

7 Diskussion zu K.Krisch, H.-W.Schlipkéter, Hj.Staudinger u. 
J. Lehmann in K. Thomas u. H. J. Einbrodt, Grundfragen aus d. Silikose- 
forschung, Bd. III (Sonderband Beitr. z. Silikoseforschg.) 8S. 279, Gottingen 1959. 
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gleich zur Ablésegeschwindigkeit vom Quarz nur langsam permeiert, so 
wiirde eine intrazellulire Anreicherung von SiO, bis zu schidlichen 
KXonzentrationen an Wahrscheinlichkeit gewinnen. 

Uber die Permeabilitét von Kieselsiure ist jedoch fast nichts be- 
kannt. Lediglich von Rowsell und Leonard wurde 1957 in einer kurzen 
Notiz mitgeteilt, daB Monokieselsiure in den intrazellularen Raum von 
Leber- und Nierenschnitten eindringt®. Dieser vereinzelte Befund regte 
uns zum eingehenderen Studium des Permeabilitaitsproblems an. 

Wir berichten im folgenden iiber Experimente zur Verteilung und 
Permeabilitét von Kieselsiure in Rattenleberschnitten. Dabei wurden 
Wasseraufnahme, Sauerstoffverbrauch, Kieselsiuregehalt der Ratten- 
leber, Aufnahme und Abgabe von oligomerer Kieselsiiure sowie der 
, 8i0,-Verteilungsraum“ bestimmt. Ferner wurde unter gleichen Be- 
dingungen die Verteilung von Inulin untersucht. 


Ergebnisse 


a) Wassergehalt 

Wie im methodischen Teil naiher ausgefiihrt, haben wir Rattenleber- 
schnitte in Krebs-Ringer-Phosphatpuffer, p—7,0, in der Warburg-Appa- 
ratur inkubiert. Es wurden dabei zunichst Wasseraufnahme und Sauer- 
stoffverbrauch der Schnitte in Gegenwart von oligomerer Kieselsiure 
(10 mg % SiO, = 1,67 - 10-3m) gemessen und mit entsprechenden Kon- 
trollansitzen verglichen. Die Ergebnisse von 12 derartigen Versuchen 
sind in Tab. 1 zusammengestellt. 


Tab. 1. Wassergehalt und Sauerstoffaufnahme von Rattenleberschnitten mit und 
ohne oligomere Kieselsaure. 
Schnitte 60 Min. bei 37° in Krebs-Ringer-Phosphatpuffer, pq7,0 inkubiert, bzw. 
im gleichen Medium + 10,0 mg% Oligokieselsaure. 




















Ratte Nr. Wassergehalt (%) Qo, 

Kontr. SiO, Kontr. | SiO, 

1 82,2 82,9 2,88 2,75 

2 82,1 81,6 3,29 2,93 

3 87,8 86,3 3,27 3,02 

4 81,2 86,3 4,40 4,45 

5 80,8 80,0 3,10 2,93 

6 80,2 79,6 3,24 3,46 

7 80,5 80,4 3,25 3,23 

8 80,0 79,8 3,19 3,03 

9 83,3 83,5 3,01 3,33 

10 80,8 80,3 3,96 3,49 

36 80,5 80,6 — — 

37 80,8 80,7 _ — 

Mittelwerte mit mittl. 
WOMICE, |. seis 8 81,7 + 0,62 | 81,8 + 0,69 | 3,36 + 0,146] 3,27 + 0,152 

Standardabweichung . 2,15 2,39 0,463 0,481 





8 E. V. Rowsell u. R. A. Leonard, Biochem. J. 66, 3 P [1957]. 
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Man erkennt, da’ der Wassergehalt von Rattenleberschnitten nach 
60 Min. Inkubation mit Oligokieselsiure keinen Unterschied gegeniiber 
den entsprechenden Kontrollansitzen aufweist. Der Wassergehalt der 
Rattenleber wurde von uns bei 20 Bestimmungen zu 70,2 +. 0,31% des 
Frischgewichtes bestimmt. Wihrend der Inkubation der Schnitte kommt 
es also zu einer erheblichen Schwellung. Diese Wasseraufnahme ist aus 
der Literatur gut bekannt und war z. B. Ausgangspunkt der Diskussion, 
ob das Zellinnere normalerweise hypertonisch sei®. Jedenfalls wird das 
AusmaB der Wasseraufnahme durch Oligokieselsiiure nicht beeinfluBt. 


b) Atmung 


Wir haben ferner gepriift, ob Oligokieselsiiure einen Einflu8 auf die 
Sauerstoffaufnahme von Rattenleberschnitten hat. Es wurde dem In- 
kubationsmedium kein Substrat zugesetzt, die gemessenen Werte ent- 
sprechen der Veratmung zelleigener Substrate. Die in 10 Versuchen er- 
mittelten Qo,-Werte sind aus Tab. 1 ersichtlich. Es ergibt sich unter 
diesen Bedingungen kein signifikanter Unterschied der Sauerstoffauf- 
nahme zwischen den SiO,-haltigen Ansitzen und den Kontrollen. Bei 
Veratmung von £-Hydroxy-butyrat durch isolierte Mitochondrien hatten 
wir dagegen friiher in Gegenwart von Oligokieselsiure eine Hemmung 
des Sauerstoffverbrauchs um 17% gefunden‘, ein Befund, der wahr- 
scheinlich durch die gréfere Empfindlichkeit isolierter Mitochondrien 
gegen schiidigende Einfliisse bedingt ist. Beim Arbeiten mit Schnitten 
hatten auch Rowsell und Leonard friiher keinen Einflu8 von geléster 
Kieselsiiure auf die Atmung beobachtet®. 


c) Kieselsiuregehalt der Leber 

Man muB sich fragen, ob dieser negative Befund nicht durch eine 
Impermeabilitit der Zellmembranen fiir Kieselsiure zu erkliren ist und 
SiO, daher unter diesen Bedingungen gar nicht intrazellular zur Wirkung 
kommt. Wir haben daher die Verteilung und Permeabilitit von Kiesel- 
siure in Rattenleberschnitten niher untersucht. Wenn man die Aufnahme 
von SiO, durch Leberschnitte studieren will, so treten gewisse Schwierig- 
keiten auf, weil der Gehalt der Leber an endogener Kieselsiure beriick- 
sichtigt werden muB. In der Kurzmitteilung von Rowsell und Leonard 
wird hierauf nicht eingegangen*. Zur Bestimmung der Kieselsiure ar- 
beiteten wir mit der Methode von Stegemann und Fitzek"®, die fiir 
unseren Zweck etwas modifiziert wurde (s. Methodik). Dieses Verfahren 
gestattet zuverlissige Mikrobestimmungen im Bereich von etwa 10—60 y 
SiO,. Bei Auswertung einer Zehnfachbestimmung wurde als Variations- 


koeffizient (_V = = 100) der Methode + 1,35% gefunden. Wir haben 
® J. R. Robinson, Proc. Roy. Soc. [London] 187, 378 [1950]. 

10 H. Stegemann u. I. Fitzek in B. Rajewsky u. G. Schreiber, ,,Aus der 
Deutschen Forschung der letzten Dezennien“, 8.417, Georg Thieme Verlag, 
Stuttgart 1956. 
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mit dieser Methode den Kieselsiuregehalt der Rattenleber bestimmt und 
dabei die in Tab. 2 angegebenen Werte erhalten. 


Tab. 2. Si0,-Gehalt der Rattenleber. 














. y Si0,/g 
Ratte Nr. Trockengewicht 
50 69,2 
51 62,4 
52 64,4 
53 58,8 
54 58,0 
55 60,4 
56 63,6 
57 60,4 
58 53,2 
59 63,2 
Mittel mit mitt]. Fehler . 61,36 + 1,43 
Standardabweichung . . 4,52 


Uber den Kieselsiuregehalt der Rattenleber haben wir in der Lite- 
ratur keine Angabe gefunden. King et al. fanden 1933 in der Kaninchen- 
leber 120—306 y SiO,/g Trockengewicht!. Fiir die menschliche Leber 
werden Werte von 60—170 y SiO,/g Trockengewicht angegeben!?. In 
neuerer Zeit liegen die Werte mit zunehmender Verbesserung der SiQ,- 
Bestimmungsmethoden meist tiefer. So ermittelten Sauer, Laughland 
und Davidson kiirzlich bei Meerschweinchen Werte zwischen 37,1 und 
56,5 y SiO,/g Lebertrockengewicht!®. Ammon und Mohn fanden mit 
der Methode von Stegemann und Fitzek in der Kaninchenleber 
18,3 + 2,0 y SiO,/g Frischgewicht", was etwa 61,0 y SiO,/g Trocken- 
gewicht entsprechen wiirde. Diese Angabe stimmt mit dem von uns fiir 
Ratten gefundenen Wert ausgezeichnet iiberein. 

Es war die Frage, wie sich diese gewebseigene Kieselsiure bei In- 
kubation von Leberschnitten in SiO,-freiem Puffer verhilt. Wir fanden 
nach 60 Min. in den Schnitten als Mittel von 10 Versuchen noch 56,6 +- 
6,2 y SiO,/g Trockengewicht, was etwa 90% des Ausgangsbestandes ent- 
spricht. Die endogene Kieselsiure wird anscheinend nur langsam an das 
Inkubationsmedium abgegeben. Die Tatsache, daB ein groBer Teil der 
Kieselsiure in der Leber offenbar nicht frei diffusibel ist, laBt an das 
Vorkommen ,,gebundener“ Kieselsiure denken. 


uk. J. King u. H.Stantial, Biochem. J. 27, 990 [1933]; E. J. King, 
H. Stantial u. M. Dolan, ebenda 27, 1002 [1933]. 

12, H. D. Cremer in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, S. 824; Springer- 
Verlag, Heidelberg 1956. 

13 ¥F. Sauer, D. H. Laughland u. W. M. Davidson, Canad. J. Biochem. 
Physiol. 37, 1173 [1959]. 

- 14 R. Ammon u. G. Mohn in K. Thomas u. H. J. Einbrodt, Grundfragen 

aus der Silikoseforschg. Bd. III, S. 355 (Sonderbd. Beitr. z. Silikoseforschg.), 
Gottingen 1959. 
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d) Aufnahme und Verteilung von Oligokieselsiure 


Inkubiert man Schnitte in einem Medium, das 10 mg®% Oligokiese!- 
siiure enthiilt, so wird die von den Schnitten aufgenommene SiO,-Menge 
davon abhiingen, wie sich die Kieselsiiure auf die beiden Fliissigkeits 
riiume des Gewebes, niimlich extrazelluliren und intrazelluliren Raum, 
verteilt. Fiihrt man die Annahme ein, daB sich SiO, gleichmaBig im 
Gesamtwasser der Schnitte verteilt, so wire nach Erreichen des Ver- 
teilungsgleichgewichtes theoretisch eine Aufnahme von 100 y SiO,/g 
Schnittwasser zu erwarten. Wenn analytisch tatsichlich 100 y SiO,/¢ 
Schnittwasser gefunden wiirden, so betriige der ,,SiO,-Verteilungsraum ‘‘ 
in diesem Fall 100°,. Als SiO,-Verteilungsraum bezeichnen wir also den 
Quotienten: analytisch gefundene Kieselsiure, geteilt durch den (bei voll- 
stiindiger und gleichmiiger Verteilung der Kieselsiure im Gesamt- 
wasser) theoretisch zu erwartenden Wert, bezogen jeweils auf 1 g Schnitt- 
wasser (s. Tab. 3). Wir haben in der vorliegenden Arbeit den Verteilungs- 
raum in der Regel auf das Gesamtwasser der Schnitte und nicht — wie 
sonst meist iiblich — auf Frischgewicht bezogen, weil wir in unserem 
Fall 100% als Vergleichsgr6Be fiir anschaulicher halten. Bei ausschlieBlich 
extrazelluliirer Verteilung wiirden entsprechend niedrigere Werte zu er- 
warten sein, und zwar etwa 30—40°%%. Der Inulin-Verteilungsraum betragt 
unter gleichen Bedingungen 34,6° des Gesamtwassers (entsprechend 
28,2, bezogen auf Frischgewicht, s. u.). Einzelheiten werden im metho- 
dischen Teil an Hand eines Rechenbeispiels dargelegt. 

Die auf diese Weise bei 10 Versuchstieren gewonnenen Werte des 
SiO,-Verteilungsraumes sind in Tab. 3 zusammengestellt. 


Tab. 3. Si0,-Verteilungsraum von Rattenleberschnitten. 

















SiO,-Aufnahme SiO,- 
Ratte Nr. (y/ml Schnittwasser) Verteilungsraum 
gefunden berechnet (% Gesamtwasser) 
1 82,3 96,0 85,8 
2 84,2 95,9 87,8 
3 88,8 97,4 91,3 
6 91,0 96,2 94,6 
7 93,4 96,5 96,8 
8 88,7 95,5 92,9 
9 88,2 97,8 90,2 
10 96,3 96,2 100,1 
36* 80,6 95,5 84,5 
37* 90,0 96,3 93,5 
Mittelwerte mit mittl. 
IR irs sks 2 88,4 + 1,54 96,3 + 0,24 91,8 + 1,51 
Standardabweichung . 4,86 0,75 4,78 





* Inkubation in Gegenwart von 200 mg% Glucose. 
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Es ergab sich nach 60 Minuten ein SiO,-Verteilungsraum von im 
Mittel 91,8%. Die zugesetzte Kieselsiiure verteilt sich also in einem 
(fiktiven) Fliissigkeitsvolumen, das iiber 90% des Gesamtschnittwassers 
ausmacht. Dieser Befund spricht klar fiir ein weitgehendes Eindringen 
von oligomerer Kieselsiure in den intrazelluliren Raum von Rattenleber- 
schnitten. Zusatz von 200 mg% Glucose als Substrat zum Inkubations- 
medium war ohne EinfluB auf die Verteilung der Kieselsiure (Tier 36 
und 37). Wahlt man als SiO,-Konzentration des AuBenmediums nur 
5,0mg% SiO,, so findet man als SiO,-Verteilungsraum ebenfalls etwa 
90%. Das stiitzt die Annahme, daf es sich um eine echte Verteilung 
handelt. 


Fa 


$10) -Verteitungsraum(%) 


Abb. 1. SiO,-Aufnahme 
in Rattenleberschnitte. 





Wir haben weiterhin die SiO,-Aufnahme in Abhiangigkeit von der 
Zeit verfolgt und dabei gefunden, daB nach rascher anfinglicher SiO,- 
Aufnahme bereits nach 15 Min. der endgiiltige Gleichgewichtszustand 
annihernd erreicht ist (Abb. 1). Die Permeation der Oligokieselsiure in 
die Zellen erfolgt @anach unter unseren Versuchsbedingungen relativ 
schnell. 

Es wurde weiter gepriift, ob die in diesen Versuchen aufgenommene 
,exogene“ Kieselsiure von den Schnitten in irgendeiner Form gebunden 
wird oder ob sie sich leicht wieder auswaschen liBt. Zu diesem Zweck 
wurden die Schnitte nach 60 Min. Inkubation in Gegenwart von 10 mg%% 
SiO, in kieselsiurefreien Puffer iibergefiihrt und erneut 60 Min. inkubiert. 
Die Ergebnisse von sechs derartigen Versuchen sind in Tab. 4 zusammen- 
gefaBt. 

Man erkennt, daB von nach 1 Stde. durch die Schnitte im Mittel 
aufgenommenen 82,8 y SiO,/g Schnittwasser nach weiteren 60 Min. In- 
kubation in kieselsiurefreiem Puffer nur noch etwa 10 y vorhanden sind. 
Da sich wieder ein Gleichgewicht zwischen Schnittwasser und AuBen- 
fliissigkeit einstellen wird (die AuBenfliissigkeit wurde nicht mehrfach 
gewechselt), ist nicht zu erwarten, da8 der SiO0,-Gehalt gleich Null! wird. 
Die.theoretisch nach 120 Min. noch zu erwartenden SiO,-Werte finden 
sich in der zweiten Spalte von Tab. 4 und stimmen im Rahmen der zu 
erwartenden Genauigkeit mit den experimentell gefundenen iiberein. 
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Tab. 4. Wiederabgabe der aus dem Inkubationsmedium in 60 Min. von den Schnitten 
aufgenommenen Kieselsiure nach weiteren 60 Min. in SiO,-freiem Medium 
(Angaben in y SiO,/g Schnittwasser). 




















Ratte Nr. nach 60 Min. nach 120 Min. 
berechnet gefunden 

20 84,5 7,0 3,2 
21 81,5 9,4 350 
22 85,6 11,1 25,0 
23 81,0 Yar f 13,5 
26 83,3 7,9 cf I 
27 81,0 8,1 11,7 

Mittelwerte mit mittl. 

SS ee eee 82,8 + 0,80 8,9 + 0,61 10,6 + 3,36 
Standardabweichung . . . 1,95 1,48 8,21 


(Die gewebseigene Kieselsiiure wurde wieder jeweils abgezogen, die an- 
gegebenen Daten stellen also eine Bilanz nur der ,,exogenen“ Oligo- 
kieselsiure dar.) 

Dieses Resultat zeigt, dali die in unseren Versuchen zum SiO,- 
Verteilungsraum geschilderte Permeation von Kieselsiiure in Leber- 
schnitten nicht nur in Richtung des Eindringens in die Zellen méglich ist. 
Die von den Schnitten aufgenommene Kieselsiiure wird auch umgekehrt 
schnell wieder abgegeben. 


e) Inulin-Verteilungsraum 


Es ist nun zu fragen, wie sich unter gleichen Versuchsbedingungen 
der Verteilungsraum des Inulins verhalt, — also einer Substanz, von der 
angenommen werden kann, daf sie sich ausschlieBlich extrazellulir ver- 
teilt. Die Beweiskraft der oben mitgeteilten Befunde wiirde natiirlich 
fraglich, wenn gleichzeitig ein weitgehendes Eindringen von Inulin in den 
intrazelluliren Raum nachweisbar wire. Der Inulin-Raum war ferner 
von Interesse, um zu kliren, in welchem Umfang sich das von den 
Schnitten aufgenommene ,,Schwellungswasser** auf extrazelluliren und 
intrazelluliren Raum verteilt. 

Tab. 5 gibt einen Uberblick iiber die bei 10 Ratten ermittelten 
Inulin-Verteilungsriaume von Rattenleberschnitten. Die %-Werte sind 
(wieder wie auch in Tab. 3) auf das Gesamtwasser der Schnitte bezogen. 

Wird der erhaltene Durchschnittswert von 34,6% auf das Frisch- 
gewicht der Schnitte umgerechnet, so ergibt sich (bei Zugrundelegen des 
mittleren Schnittwassergehaltes von 81,7°%) ein Inulin-Raum von 28,2%. 

Wir haben in einigen Versuchen weiter gepriift, ob sich der Inulin- 
Raum in Gegenwart von Cyanid indert. Dies ist — wie zu erwarten 
war — nicht der Fall; die extrazellulire Verteilung des Inulins ist nicht 
an die Intaktheit cyanidhemmbarer, energieliefernder Stoffwechselpro- 
zesse gebunden. 
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Tab. 5. Inulin-Verteilungsraum von Rattenleberschnitten. 

















: Tnulinverteilungsraum rsa vRY 
Ratte Nr. (°% Gesamtwaaser) + 0,5 + 10-8m HCN 
4 39,9 — 
IIT i 44,6 _— 
IV i 25,8 — 
WV a 38,6 43,9 
VI i 32,5 — 
VII i 30,7 30,0 
VIII i 32,9 33,7 
IX i 35,2 35,7 
Xi 32,2 33,1 
XT i 33,6 33,1 
Mittelwerte mit mittl. 
Wichien. <=. 2 4 « 34,6 + 1,67 34,9 + 1,95 
Standardabweichung . 5,29 4,79 


An Hand der Werte fiir den Inulinraum 148t sich nun berechnen, 
in welchem Umfang sich das von den Schnitten aufgenommene Schwel- 
lungswasser auf die extrazellulire und intrazellulire Fliissigkeit verteilt. 
Dabei zeigt sich, daB das Verhaltnis Inulinraum/Gesamtwasser im ge- 
schwollenen Schnitt mit 34,6°% sehr ahnlich ist, wie in der Frischleber, 
fiir die (auf Gesamtwasser bezogen) ein Wert von 31,0°% gefunden wird. 
Letzterer Wert wurde nach dem von Schiitte und Mitarbeitern!> mit 
21,7% des Frischgewichtes angegebenen Inulinraum der Rattenleber be- 
rechnet. Das aufgenommene Wasser verteilt sich mit anderen Worten 
ziemlich gleichmaBig auf extrazellularen und intrazellularen Raum. Nach 
den Ergebnissen der Inulinbestimmung sind also die Verteilungsver- 
haltnisse und die GréBe des extrazellularen Raumes in Schnitten ahnlich, 
wie man sie am Ganztier nach Injektion von Inulin erhalt. Dies steht in 
Ubereinstimmung mit Beobachtungen von Robinson an Nieren- 
schnitten, der den Inulinraum (im normalen ebenso wie im geschwollenen 
Zustand) iibereinstimmend zu etwa 26% des Frischgewichts fand?. 
Rowsell und Leonard geben als Inulinraum von Rattenleberschnitten 
32,5% und von Nierenschnitten 36,5°% an§. 


Diskussion 


Die geschilderten Ergebnisse zeigen, daB sich oligomere Kieselsiiure 
in Rattenleberschnitten relativ schnell in einem Fliissigkeitsvolumen ver- 
teilt, das tiber 90% des Gesamtwassers ausmacht. Unter gleichen Be- 
dingungen betrigt der extrazellulire Raum (gemessen an der Verteilung 
von Inulin) 34,6°% des Gesamtwassers. Ein weitgehendes Eindringen von 
Kieselsiure in den intrazelluliren Raum von Schnitten ist hierdurch be- 
wiesen. Der friihere Befund von Rowsell und Leonard® wird damit 


18 Th. Giinther, H.-J.Dulce u. E. Schiitte, Clin. chim. Acta 3, 368 [1958]. 
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im wesentlichen bestitigt und weiter ergiinzt. Die Permeation von Oligo- 
kieselsiure durch die Zellmembran ist in Leberschnitten sowohl von auBen 
nach innen, als auch in umgekehrter Richtung méglich. 


Allerdings sind wir der Auffassung, daB es — ausgehend von den 
geschilderten Befunden verfriiht wire, schon verallgemeinernd eine 


generelle Permeationsfiihigkeit aller Zellen fiir Kieselsiiure abzuleiten. 
In diesem Zusammenhang sind neueste Befunde von Baumann’ inte- 
ressant, der fand, da’ bei Belastungsversuchen Monokieselsiure zwar 
sehr rasch durch die Darmwand tritt, jedoch nur relativ langsam in dic 
Erythrocyten eindringt. 

Ein Gewebsschnitt ist wahrscheinlich stets in gewissem Umfang 
bereits mehr oder weniger als geschiidigt anzusehen. Dafiir hatten auch 
wir Anhaltspunkte, indem wir neben der Schwellung, die in isotonischen 
Medien stets in gewissem Umfang eintritt, beispielsweise auch Kalium- 
Verluste des intrazelluliren Raumes beobachteten. Ob durch solche 
Schidigungen nun auch die Verteilung von oligomerer Kieselsiure der- 
artig verindert werden kann, daB eine im intakten Organismus aus- 
schlieBlich ,,extrazelluliire Substanz‘* in diesem Fall sehr schnell zu iiber 
90% in die Zellen eindringt, ist zwar nicht mit absoluter Sicherheit aus- 
zuschlieBen, aber doch wenig wahrscheinlich. Immerhin sollte die Ver- 
teilung und Permeabilitiit von Kieselsiiure noch mit anderen experimen- 
tellen Verfahren (z. B. Infusionsversuche am Ganztier) und an anderen 
Zellen (z. B. Phygocyten) studiert werden, ehe man in dieser so wichtigen 
Frage ein endgiiltiges Urteil abgibt. 

In jiingster Zeit wurde von Burck und Netter!’ mitgeteilt, dab 
die Schwellung von Schnitten weniger ausgepragt ist, wenn an Stelle von 
phosphathaltigen in hydrogencarbonat-gepufferten Medien inkubiert wird 
und bestimmte Substrate zugesetzt werden. Nach unseren Versuchen 
hatte Zusatz von Glucose keinen EinfluB auf das Eindringen von SiO, 
in den intrazelluliren Raum. Wir wollen der Frage aber noch nachgehen, 
wie sich die Verteilung von Kieselsiiure beim Arbeiten in solchen ,,ver- 
besserten Krebs-Ringer-Medien‘** (z. B. auch in Gegenwart arteigenen 
Serums) verhiilt. 

Kiirzlich berichtete Baumann!'* an Hand von Ultrafiltrationsver- 
suchen, daB die Plasmakieselsiiure nicht an EiweiB oder andere hoch- 
molekulare Substanzen gebunden ist und in molybdataktiver Form vor- 
liegt. Von diesem Befund ausgehend, kann man heute iiberschlagsmaBig 
berechnen, in welchem Umfang sich die gewebseigene Kieselsiiure (z. B. 
in der Leber) auf den extrazelluliren und intrazelluliren Raum verteilt. 
Man kann danach fiir die Kieselsiure (ebenso wie fiir Natrium, Kalium 
und Chlorid iiblich) annehmen, da® sie in gleicher Konzentration wie im 
Serum auch in der gesamten extrazelluliren Fliissigkeit vorliegt. Auf eine 
Donnan- Korrektur kann verzichtet werden, da die Monokieselsiure in 

16 H. Baumann, diese Z. $20, 11 [1960]. 

17 H.C. Burck u. H. Netter, Klin. Wschr. 88, 359 [1960]. 
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diesem Zusammenhang als praktisch ungeladen angesehen werden kann. 
(Dissoziationskonstante der ersten Stufe nach Schwarz und Miiller'® 
1,24-10-1°.) Legt man die SiO,-Werte von Ammon und Mohn" im 
Serum (4,8 y SiO,/ml) und den von Schiitte et al.1° mit 21,7% des 
Frischgewichtes angegebenen extrazelluliren Raum der Rattenleber zu- 
grunde, so wiiren bei ausschlieBlich extrazellulirer Verteilung der Kiesel- 
siure in 1 g Leberfrischgewicht 0,217 - 4,8 = 1,04 y SiO, zu erwarten. 
Gefunden wurden aber 18,4 y SiO,/g Frischgewicht!*. Daraus geht hervor, 
daB wahrscheinlich der gréBte Teil (etwa 94°) der endogenen Kieselsiure 
in der Leber intrazellulir lokalisiert ist. Auch wenn man der Ansicht ist, 
daB die Bestimmung kleinster SiO,-Mengen heute immer noch nicht zu- 
verlaissig genug ist, und mit den wesentlich niedrigeren Werten Bau- 
manns!® rechnet (z. B. 0,5 y SiO,/ml im Serum und etwa 2,0 y SiO,/g 
Leberfrischgewicht) kommt man zu ganz iihnlichen Ergebnissen. Man 
findet also in der Leber (auch fiir die SiO,-Gehalte anderer Organe liegen 
die Verhaltnisse wahrscheinlich aihnlich) mit den heutigen analytischen 
Verfahren wesentlich mehr SiO,, als bei Annahme einer nur extra- 
zelluliren Verteilung zu erwarten wire. 

In welcher Form diese Gewebskieselsiiure im Zellinnern vorliegt, 
bedarf allerdings noch weiterer Nachpriifung. Wahrscheinlich kommt sie 
groBtenteils in nicht frei diffusibler Form vor, wobei der Art ihrer Bindung 
noch niher nachgegangen werden miiBte. 

Man ist daher — wenn normalerweise vermutlich auch intrazellulir 
Kieselsiiure vorkommt — noch nicht ohne weiteres berechtigt, die sich 
beim Silikosegeschehen von Quarzkorn ablésende Kieselsiure generell als 
unschiidlich anzusehen, da diese in ganz anderer Form vorliegen kann. 
Fiir die mehrfach auch elektronenmikroskopisch nachgewiesene Schiadi- 
gung der Mitochondrien* **, scheint uns jedenfalls geléste Kieselsiure 
— in welcher Form auch immer — nach wie vor als Ursache mehr 
Wabhrscheinlichkeit zu besitzen, als von der Kristalloberfliche ausgehende 
EiweiBumbauvorginge im Sinne der ,,Oberfliichentheorie**. 

Inwieweit sich die diskutierten, wichtigen Fragen in absehbarer Zeit 
weiter kliren lassen, wird unter anderem auch von der Entwicklung ge- 
eigneter neuer experimenteller Wege abhingen. 


Der Bergbau-Berufsgenossenschaft Bochum sowie der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten zu 
Dank verpflichtet. 

Herrn Dr. H. Baumann, Bochum, sei fiir kritische Diskussionen gedankt. 


Beschreibung der Versuche 


a) Herstellung und Inkubation der Schnitte: Als Versuchstiere dienten 
weibliche Albinoratten eines Wistar-Stammes, die mit einer Standard-Volidiat 
(,.Altromin’) ernahrt wurden. Die Leberschnitte wurden unmittelbar nach dem 


18 R. Schwarz u. W. D. Miiller, Z. anorg. allg. Chem. 296, 273 [1958]. 
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Schlachten der Tiere nach Cohen!® hergestellt. Als Inkubationsmedium diente 
Krebs-Ringer-Phosphatpuffer, py 7,0. 

Bei einem Teil der Versuche zur Bestimmung des SiO,-Verteilungsraumes 
wurden 200 mg, Glucose als Substrat eingesetzt. Alle Inkubationen wurden in 
der Warburg-Apparatur bei 37° durchgefiihrt, Schiittelfrequenz 104/Min., Gas- 
phase : Luft. Wir iiberzeugten uns in einigen Versuchen, daB die Atmung unter 
diesen Bedingungen bis iiber 60 Min. gleichmaBig linear ansteigend verlief. Wir 
achteten darauf, daB zwischen dem Schlachten der Tiere und dem Beginn der 
Inkubation nicht mehr als etwa 5 Min. lagen. 


b) Wassergehalt: Der Wassergehalt wurde durch die Differenz zwischen 
Frisch- und Trockengewicht nach Trocknen der Schnitte bei 105° iiber Nacht er- 
mittelt. Die Wassergehalte der Frischleber stimmten mit den von Schiitte et al.!® 
durch Gefriertrocknung bestimmten Werten gut iiberein. Wenn die Schnitte auf 
SiO, analysiert werden sollten, wurde in Polyathylen-Napfchen bei 65° getrocknet, 
nachdem Kontrollversuche ergeben hatten, daB auch bei dieser Temperatur 
identische Trockengewichte wie bei 105° erhalten werden. 


c) Kieselsiurebestimmung: Bei der Bestimmung von Kieselséure im 
Gewebe, in unserem Fall der Rattenlebér, treten zwei Schwierigkeiten auf. Einmal 
ist der Gehalt der Organe an SiO, relativ niedrig, wodurch hohe Anforderungen an 
die Empfindlichkeit der Methode zu stellen sind. Dabei kann auch (sofern nicht 
besondere VorsichtsmaBnahmen und Sauberkeit beachtet werden) der Reagentien- 
leerwert im Vergleich zu den MeBwerten eine stérende Hohe erreichen. Das gilt 
insbesondere, wenn die zu analysierende SiO,-Menge unter 10 y liegt. Zum anderen 
finden sich im Gewebe stets Eisen und anorganisches Phosphat, die bekanntlich 
die kolorimetrische SiO,-Bestimmung mit der Molybdatmethode stéren. 

Wir haben die SiO,-Bestimmungen mit der Methode von Stegemann und 
Fitzek!® durchgefiihrt, die fiir unseren Zweck in einigen Punkten etwas modifiziert 
wurde. Die Empfindlichkeit 148t sich um etwa das Doppelte erhéhen, wenn man 
im Absorptionsmaximum des Silicomolybdainblaus bei 815 mu miBt, anstatt bei 
720 mu. 

Der Phosphatgehalt der menschlichen Leber wird mit 1280 mg/100 g Trocken- 
gewicht angegeben”®. Die zur SiO,-Analyse eingesetzten Gewebsmengen betrugen 
zwischen 70 und 250 mg Trockengewicht. In 250 mg Trockenleber waren also etwa 
3,2 mg P zu erwarten. Diese P-Menge stért die SiO,-Bestimmung erheblich und 
148t sich auch durch Zusatz von Komplexbildnern nicht ausgleichen. Wir muBten 
daher das Phosphat durch Passage eines Anionen-Austauschers abtrennen und 
benutzten dazu — dem Vorschlag von Stegemann und Fitzek folgend — 
Amberlit IR 45. Zur Neutralisation der sodaalkalischen Aufschliisse haben wir 
Essigsiure verwendet. Bei Neutralisation mit Salzsiure ist die Eliminierung des 
Phosphats durch den Austauscher nicht quantitativ. Wir haben den SiO,-Standard- 
werten (24 und 48 y SiO,), die bei jeder Untersuchungsreihe den gesamten Analysen- 
gang mitliefen, und dem Leerwert routinemaBig 4,8 mg Phosphor zugesetzt. Abb. 2 
gibt die auf diese Weise erhaltene Eichkurve wieder. 

Auch eine Menge von 9,6 mg P/Ansatz (bei Einsatz von 100 mg Lebertrocken- 
gewicht das 714fache des zu erwartenden Phosphorgehaltes des Gewebes) ergab 
gleiche Werte in der Eichkurve. 

Die von den Schnitten auBerdem aus dem Krebs-Ringer-Phosphatpuffer 
héchstens aufgenommene P-Menge liegt unter 400 y. Die Reagentienleerwerte (in 
Gegenwart von P, nach Schmelzen mit Soda, Neutralisation und Austauscher- 
passage) lagen zwischen E,,, = 0,020 und 0,040. Um den Leerwert kontrollieren 
zu konnen, wurde gegen Wasser gemessen und der Leerwert nachtraglich abgezogen. 





19 P, P. Cohen in W. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Mano- 
metric Techniques, 8. 136, Burgess Publ. Comp., Minneapolis, Minn. 1957. 

20 H.D. Cremer u. J. Fiihr in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch d. 
Physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, Bd. V, 8S. 469, Springer-Verlag, Heidelberg 1953. 
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Abb. 2. SiO,-Eichkurve in 
Gegenwart von Phosphat. 
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Der Gang der Analyse war im einzelnen: 


Die in Polyathylen-Napfchen getrockneten Schnitte wurden mit einem Kunst- 
stoffstempel vorsichtig zerdriickt und mit 500 mg Na,CQ, im Platintiegel gegliiht. 
Nach Erkalten wurde die Schmelze in 5 ml bidest. Wasser gelést und mit Eisessig 
gegen 2.5-Dinitro-phenol als Indikator neutralisiert. Dabei wird vorsichtig ge- 
schiittelt, bis kein Aufschaumen mehr eintritt. Die Lésung wird sodann durch mit 
etwa 12ml/ ,,Amberlit IR 45‘ beschickte Polyathylenschlauche gegeben und 
quantitativ nachgespiilt. Die langsam durchtropfende Lésung wird in 100 ml MeB- 
kolben aufgefangen, die weitere Bestimmung erfolgt dann in der von Stegemann 
und Fitzek!® angegebenen Weise. 

Kontrollen ergaben ferner, da8 noch 300 y Eisen/Ansatz ohne stérenden 
EinfluB sind. Diese Menge wird in den veraschten Gewebsproben bei weitem nicht 
erreicht. 

Die Oligokieselsaure fiir den SiO,-haltigen Krebs-Ringer-Phosphatpuffer wurde 
durch Hydrolyse des Orthokieselsiure-tetramethylesters gewonnen, ebenso die 
SiO,-Standardlésungen‘. Die Erhéhung des osmotischen Druckes des Inkubations- 
mediums durch die Kieselsiurelésung kann vernachlassigt werden. Eine 10 mg-proz. 
SiO,-Lésung ist 0,00167 osmolar und macht nur 0,549 des osmotischen Druckes 
der isotonischen Krebs-Ringer-Liésung aus. 


d) Inulin-Bestimmung: Alkalistabiles Inulin wurde nach Walser, 
Davidson und Orloff* aus der handelsiiblichen Substanz hergestellt und mit der 
Mikromethode von Wahler” in den Leberschnitten bestimmt. Bei jeder Analysen- 
reihe lieBen wir einen Gewebsleerwert desselben Tieres, sowie zwei Inulin-Standard- 
werte mitlaufen. Die Inulinkonzentration im Inkubationsmedium betrug 50 mg®, ; 
dies entspricht etwa 0,001 osmol (Mol.-Gew. des Inulins etwa 5000), eine nennens- 
werte Erhéhung des osmotischen Druckes des Inkubationsmediums wird also durch 
den Inulinzusatz nicht verursacht. Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. 


e) Berechnung des ,,Si0,-Verteilungsraumes‘: Da nur die Netto-Auf- 
nahme der Oligokieselsiure des Inkubationsmediums hier von Interesse ist, muB 
zu ihrer Ermittlung die Gewebskieselsiure der Schnitte jeweils von den gefundenen 
Analysenwerten abgezogen werden. Wir haben deshalb von jedem Tier Kontroll- 
ansitze mitlaufen lassen, bei denen Schnitte in SiO,-freiem Krebs-Ringer-Phosphat- 
puffer ebenfalls 60 Min. inkubiert und dann auf SiO, analysiert wurden. Da die 
Abgabe der gewebseigenen Kieselsiure bei Inkubation in einem Medium mit 
10 mg%, SiO, nicht ohne weiteres gemessen werden kann, wurde die vereinfachende 
Annahme gemacht, da8 sich die Abgabe endogener SiO, in Gegenwart von 10 mg°/, 
SiO, im AuBenmedium gleich verhalt wie in SiOQ,-freiem Puffer. Der dadurch 
méglicherweise bedingte Fehler ist unerheblich, da das endogene SiO, jeweils nur 


*t M. Walser, D. G. Davidson u. J. Orloff, J. clin. Invest. 84, 1520 [1955]. 
22 B. E. Wahler, diese Z. 306, 84 [1956]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 320 18 
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etwa 10% der analysierten Gesamtkieselsiure betrug und sowieso nur in geringem 
Umfang austauscht. 

Das angewandte Verfahren soll an Hand eines Rechenbeispiels noch einmal 


zusammenfassend erliutert werden: 
Versuch 9: Das Frischgewicht der gesamten inkubierten Schnitte von ein 
und derselben Ratte betrug nach 60 Min.: 


Kontrollansatz. . . . 579,8 mg 
Ansatz + 10 mg% SiO, 441,1 mg 








Die dazugehérigen Trockengewichte waren 96,5 bzw. 72,9 mg. 


Daraus ergab sich ein Wassergehalt von 





mg Schnittwasser/Ansatz % Wasser 





Kontrollansatz. ........ 483,3 83,3 
Ansatz + 10mg% SiO, .... ‘ 368,2 83,5 








Durch die Kieselsiurebestimmung wurden in den Kontrollschnitten 4,9 y SiO,, 
in den mit SiO, inkubierten Schnitten 36,2 y SiO, gefunden. Daraus errechnet sich 
unter Beriicksichtigung des oben angegebenen Wassergehaltes ein Si0,-Gehalt von 
10,1 (Kontrolle) bzw. 98,3 y SiO,/g Schnittwasser (SiO,-Ansatz). 

Zieht man nun die gewebseigene Kieselsiure des Kontrollansatzes ab, so ergibt 
sich die ,,Netto‘‘-Aufnahme der Schnitte des Vollansatzes zu 88,2 y SiO,/g Schnitt- 
wasser. 

Wie oben erwahnt, miiBte bei 100proz. Verteilung der 10 mg% Kieselsaéure 
des Inkubationsmediums im Gesamtwasser der Schnitte die Netto-Aufnahme 
eigentlich 100 y/g Schnittwasser betragen. Nun tritt jedoch eine gewisse Ver- 
diinnung der Kieselsiure des Inkubationsmediums durch das Schnittwasser ein. 
Unter Vernachlassigung der nur langsam austauschenden gewebseigenen SiO, haben 
wir diese Verdiinnung in Rechnung gestellt. (DaB man berechtigt ist, das endogene 
SiO, hier zu vernachlassigen, ergibt sich aus folgender Uberlegung: 8,4 ml einer 
10 mg-proz. SiO0,-Lésung enthalten 840 y Si0,. Der SiO,-Gehalt der Frischleber 
wurde von uns zu 18,4 y SiO,/g Frischgewicht gefunden. Setzt man eine gleich- 
maBige Verteilung dieser Gewebskieselsiure im Schnitt voraus, so ergibt sich eine 
SiO,-Konzentration von 26,3 y SiO,/g Schnittwasser. Wenn z. B. 200 mg Schnitt- 
wasser zu 8,4 mi Inkubationsmedium zugesetzt werden, so wiirden damit 5,26 y SiO, 
— die iiberdies nur langsam austauschen — zu 840 y SiO, des Inkubationsmediums 
zugefiigt. Man kann also das Schnittwasser, mit dem das 10 mg% SiO, enthaltende 
Inkubationsmedium verdiinnt wird, hier als praktisch SiO,-frei betrachten). 

Die zu Inkubationsbeginn in den SiO,-Ansatz mit den Schnitten eingebrachte 
Schnittwassermenge betrug 0,191 mi. Im vorliegenden Beispiel wiirden insgesamt 
8,4 ml Inkubationsmedium (3 Warburg-GefaBe zu je 2,8 ml) verdiinnt mit 0,191 mi 
Schnittwasser im Gleichgewicht und bei 100proz. Verteilung eine SiO,-End- 
konzentration von 9,78 mg SiO, ergeben. 

Die theoretische SiO,-Aufnahme wiirde sich hier also zu 97,8 y SiO,/ml Schnitt- 
wasser errechnen. 

Der SiO,-Verteilungsraum berechnet sich nun nach 


gefundene Si0,-Aufnahme 


berechnete Si0,-Aufnahme sited 





und ergibt im vorliegenden Beispiel einen Wert von 


88,2 
97,8 





x 100 = 90,2%. 
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Zusammenfassung 


1. Der Wassergehalt und die endogene Atmung von Rattenleber- 
schnitten wird durch oligomere Kieselsiure (10 mg®, SiO, = 1,67 - 10-%m) 
nicht beeinfluBt. 

2. Der Gehalt der Rattenleber an Kieselsiiure betrigt 61,4 + 1,43 y 
SiO,/g Trockengewicht. 

3. Bei Inkubation mit 10 mg% oligomerer Kieselsiure nimmt dieses 
,exogene SiO, im Gleichgewichtszustand einen Verteilungsraum von 
91,8°% des Gesamtwassers der Schnitte ein. Dies zeigt ein weitgehendes 
Kindringen von SiO, in den intrazelluliren Raum an. Die von den 
Schnitten aufgenommene Kieselsiure wird bei Reinkubation in SiO,- 
freiem ©uffer wieder vollstiindig abgegeben. 

4. Unter gleichen Bedingungen betrug der Inulin-Verteilungsraum 
34,6%. 

5. Die Ergebnisse werden im Hinblick auf die Léslichkeitstheorie 
der Silikose diskutiert. 


Summary 


1. The water content and endogenous respiration of rat liver slices 
are not influenced by oligomeric silicic acid (10 mg.°% or 1.67 10-3 M 
SiO,). 

2. The silica content of rat liver is 61.4 + 1.43 wg. SiO,/g. dry 
weight. 

3. When liver slices are incubated with 10 mg.% oligomeric silicic 
acid, this ,,.exogenous‘‘ SiO, is taken up by the slice and, at equilibrium, 
is distributed in a fluid space which represents 91.8% of the total water of 
the slice. This shows an extensive penetration of SiO, into the intracellular 
fluid space, but by reincubation in SiO,-free buffer, this silicic acid is 
completely removed. 

4. Under the same conditions, the inulin space was 34.6%. 

5. These results are discussed in relation to the solubility theory of 
silicosis. 


Dr. Klaus Krisch, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, GieBen, 
Friedrichstr. 24. 
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Uber die anorganische Knochensubstanz 
nach FormamidaufschluB 
Von 
Hermann Stegemann und Georg Friedrich Jung 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1960) 


Hans Molitor, Rahway, N.J., zum 65. Geburtstag gewidmet 


Wasserfreies Formamid bewirkt eine schonende Auflésung orga- 
nischer Substanz bei neutraler Reaktion!, ohne die meisten Minerale 
anzugreifen. Daher war es von Interesse, die mit Formamid aus Knochen 
gewonnene anorganische Matrix mit nach anderen Methoden praparierten 
Knochenmineralen zu vergleichen. AuBerdem soll mit dieser Unter- 
suchung eine Grundlage geschaffen werden fiir die Darstellung eines 
Matrizenmaterials zur Knochenneubildung, nachdem mit 1.2-Diamino- 
athan extrahierter Knochen erfolgreich eingesetzt werden konnte? und 
zu erwarten ist, dafi die Formamidbehandlung ein mindestens gleich 
gutes Material liefert. 

Die Initialphase der Knochenneubildung ist unbekannt®. Die von 
Gabriel* gefundene Elementarzusammensetzung des Knochens wurde 
spiter fast immer bestiitigt®. 

Der Mineralgehalt bei verschiedenen Lebewesen schwankt wenig®, 
und selbst bei Rachitis ist zwar die Menge, nicht aber das Verhiltnis 
Ca:P gegeniiber dem gesunden Knochen verschoben’. Der Fluoranteil 
kann jedoch recht unterschiedlich sein® und ebenso der Anteil anderer 
,Fremdionen‘‘ wie Natrium, Magnesium, Strontium, Radium, Eisen, 


1K. Thomas u. H. Stegemann, Beitr. Silikoseforsch. Heft 28, 1 [1954]; 
H. Stegemann, diese Z. 319, 64 [1960]. 

2 F. L. Losee u. L. A. Hurley, Nature [London] 177, 1032 [1956]; J. B. 
Williams u. J. W. Irvine, Jr., Science [Washington] 119, 771 [1954]. 

3 F.C. McLean u. A. M. Budy, Annu. Rev. Physiol. 21, 69 [1959]; M.S. 
Santanam, J. molecular Biol. 1, 65 [1959]. 

4 §. Gabriel, diese Z. 18, 257 [1894]. 

5 L. E. Booher u. G. H. Hansmann, J. biol. Chemistry 94, 195 [1931]; 
W. H. Bergstrom, ebenda 206, 711 [1953]; R.M. Forbes, A. R. Cooper u. 
H. H. Mitchell, ebenda 203, 359 [1953]; I. W. Agna, H.C. Knowels, Jr., u. 
G. Alverson, J. clin. Invest. $7, 1357 [1958]. 

6 R. Klement, Naturwissenschaften 26, 145 [1938]. 

7 T. H. Gassmann, diese Z. 70, 161 [1911]; J. Howland, J. biol. Chemistry 
68, 721 [1926]; B. Kramer u. M. J. Shear, ebenda 79, 121 [1928]. 

8 Zusammenfassung in G. Bredemann, Biochemie und Physiologie des 
Fluors, Dtsch. Akad. Verlag, Berlin 1956. 
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Citrat und Carbonat. Das ist zwanglos zu erkliren, wenn man an die 
vroBe spezifische Oberfliche des Knochenminerals von rund 100 m2/g 
denkt® und an die ionenaustauschenden Eigenschaften bei einem Teil 
dieser Oberfliche?®. 

Wenn wir im folgenden auch die Analysenergebnisse fiir diese Lonen 
auffiihren, so mehr deshalb, um das Formamidverfahren zu charakteri- 
sieren und zu sehen, welche ,,fremdionen* danach noch vorliegen und 
welches Elektrolytreservoir!! der so behandelte Knochen darstellt. 


Die Struktur!2 des Knochens ist kristallin, aber eine exakte Stéchio- 
metrie ist nicht vorhanden. Am ehesten entspricht die kleinste Einheit der 
Zusammensetzung Ca,o(PO,),(OH), (Hydroxylapatit). Das molare Ver- 
hiltnis von Ca zu PO, ist demnach 1,0:0,6. 


Methodik 


Material: Der Femur eines frischgeschlachteten drei Jahre alten Rindes 
sowie eines drei Wochen alten Kalbes wird von Anhangsgewebe befreit und mit 
Aceton, dann mit Ather entfettet, in drei Fraktionen (Epiphyse, Diaphyse und 
Spongiosa) grob unterteilt und gewichtskonstant getrocknet. 


AufschluB8: 1 Tl. Knochen wird mit etwa 10 Gew.-Tin. wasserfreiem Form- 
amid iibergossen und 24 Stdn. im TantalgefaB auf 130° erhitzt. Man gieBt ab, 
wascht mit Formamid und wiederholt den AufschluB bei 110°. SchlieBlich 148t man 
den Riickstand mit frischem Formamid iiber Nacht bei 60—70° stehen, wascht 
zuerst mit wenig Formamid und schlieBlich erschépfend mit entionisiertem Wasser 
(etwa 100 Tle.), so daB in dem eingeengten Waschwasser kein Stickstoff (Ninhydrin- 
reaktion nach schwefelsaurer Hydrolyse) mehr nachzuweisen ist. 


Die Analysen wurden nach bekannten Verfahren durchgefihrt, z. T. unter 
Verwendung von Austauschern!® zur Abtrennung der hohen Calcium- oder Phos- 
phatmengen. Fluorid-Bestimmung nach der kiirzlich beschriebenen Diffusions- 
technik in PolyéthylengefaBen™. Ninhydrinbestimmung nach 1. c.15, Nachweis- 


grenze 0,2 y NH in 1 ml. 


Ergebnisse 


Der in der makroskopischen Struktur unverinderte Riickstand ist 
reinweiB, von kreidiger Konsistenz, enthalt bei allen Fraktionen weniger 
als 0,05°% Stickstoff (Ninhydrin) und liegt damit geringfiigig unter allen 
bisher fiir anorganisches Knochenmaterial berichteten Werten. 

8 W. F. Neuman u. M. W. Neuman, Chem. Reviews 58, 1 [1953]. 
10 W. F. Neuman in C. Calmon u. T. R. E. Kressman, Ion exchangers in 
Organic and Biochemistry, 8. 197, Interscience Publishers, Inc., New York 1957. 

11 W. H. Bergstrom, Metabolism 5, 433 [1956]. 

12 G. H. Bourne, The Biochemistry and Physiology of Bone, Academic Press, 
New York 1956; K. H. Knese, Dtsch. med. Wschr. 84, 1640 [1959]; R. Klement 
u. G. Trémel, diese Z. 218, 263 [1932]. 

183 H. Stegemann u. J. Fitzek, Beitr. Silikoseforsch. Heft 31, 31 [1955]; 
J. Fitzek u. H. Stegemann, ebenda Heft 47, 41 [1957]. 

14H. Stegemann u. G. F. Jung, diese Z. 815, 222 [1959]. 

15 H. Stegemann, diese Z. 319, 102 [1960], in Verbindung mit der Diffusions- 
technik nach H. Stegemann, ebenda 812, 255 [1958]. 
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Der anorganische, im Formamid unlésliche Anteil, bezogen auf das 
Trockengewicht des entwiisserten, entfetteten und von Anhangsgewebe 
leidlich befreiten Knochens, schwankt fiir die Epiphyse und Spongiosa 
zwischen 20 und 29% und erfabt 99,6% der anorganischen Bestandteile 
ohne Beriicksichtigung der Alkalien. 0,4°% findet man nach dreimaligem 
Erhitzen des Knochens in jeweils frischem Formamid in den vereinigten, 
klar filtrierten Uberstiinden. Der in Formamid unldsliche Anteil der 
Diaphyse liegt zwischen 58 und 60% fiir Rind oder Kalb. 

Mit Literaturwerten!®1’ sind die Zahlen fiir den Riickstand nicht 
zu vergleichen, da keine Anstrengung wegen sorgfaltigster Entfernung 
von anhingendem Gewebe gemacht wurden. 

Die von uns ermittelten Ca- und P-Werte stimmen mit den Literatur- 
werten?*5 gut iiberein, obwohl das wasserfreie AufschluBverfahren 
wesensverschieden ist von allen bisher benutzten Methoden (meist Gly- 
cerin/3% Kalilauge 1 Stde. bei 200° nach Gabriel‘). 

Legt man diese Werte der Berechnung des Hydroxylapatits zu- 
grunde, so erhalt man in Ubereinstimmung mit friiheren Angaben® etwa 
90% des anorganischen Materials (vgl. Tabelle). Das molare Verhiltnis 
von Ca:PO,:CO,, das sowohl bei unbehandelten wie auch bei den nach 
Gabriels Verfahren von organischen Stoffen befreiten Knochen 
1,0:0,57:0,11 betrug!’, liegt in unserem Fall bei 1,0:0,60:0,08 bis 0,10. 
Das bedeutet, daB dieses Verhiltnis Ca zu PO, dem theoretisch fiir 
Hydroxylapatit geforderten (vgl. S. 273) entspricht, wahrend fiir Car- 
bonat wechselnde Mengen gefunden werden, wie es von einem lockerer 
gebundenen oder mehr dem Zufall unterworfenen Anteil zu erwarten ist. 

Die Magnesium- und Fluorwerte liegen etwas niedriger als in der 
Literatur**®*!7 beschrieben, fiir Eisen und Silicium fehlen entsprechende 
Angaben. 

Die Aufarbeitung eines weiteren Rinder- und Kalbsfemur ergab bei 
allen Elementen vergleichbare Werte (nur der Fluorgehalt lag dort im 
Mittel 50mal héher). Es ist also wahrscheinlich, daB durch das Formamid- 
Verfahren ein ganz besonders reines und wenig verindertes Knochen- 
mineral gewonnen wird, wofiir auch die folgenden Befunde sprechen. 

Die Dichte, fiir Hydroxylapatit mit 3,18 angegeben’®, liegt fiir die 
Rindercorticalis der Diaphyse bei 2,93, fiir die Rinderspongiosa bei 
2,72 + 3%. Die Dichte wurde bei 20° gasvolumetrisch mit Helium be- 
stimmt, da Argon eine geringfiigige Adsorption zeigte*. 

* Die Bestimmung der Dichte und der Oberfliche verdanken wir dem freund- 
lichen Entgegenkommen von Herrn Dr. W. Stéber, fiir die Ausfiihrung danken 
wir Herrn KE. Bohn. 

1088), L. S. Boker, E. C. Butterworth u. F. A. Langley, Biochem. J. 40, 391 
17 G. Nichols u. N. Nichols, Metabolism 5, 438 [1956]. 

18 R. Klement, diese Z. 184, 132 [1929]. 

19 W.E. Tréger, Tabellen zur Optischen Bestimmung der Minerale, S. 23, 
Schweizerbarthsche Verlagsbuchhandlung, Stuttgart 1952. 
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Die spezifische Oberfliche wurde nach der Argon-Adsorptions- 
methode (BET-Methode*® bei —183°) gemessen und ergab fiir die Corti- 
calis 99,1 bzw. 101,3 m2/g, fiir die Spongiosa 118,4 bzw. 118,2 m?/g. Diese 
\Verte wurden gewonnen an bei Zimmertemperatur getrockneten (Wasser- 
dampfdruck 10-4 Torr, konstant) und ungesiebten im Achatmorser zer- 
stoBenen Proben von 3 bis 5g. Die PartikelgréBe ist von sekundirer 
Bedeutung?!, die Adsorptionsgleichgewichte wurden innerhalb 15 Min. 
erreicht. Die gemessene Oberfliche rangiert an der Spitze der bisher ver- 
offentlichten Werte® bzw. iibertrifft diese. Es ist daher anzunehmen, 
daB das Formamid-Verfahren die Kristallstruktur nicht oder besonders 
wenig verandert hat. 


Elemen‘aranalyse der nach Formamidbehandlung gewonnenen getrockneten an- 
organischen Knochensubstanz (Femur). 
Spalte 1: °% Ausbeute an anorganischer Knochensubstanz (formamidunléslicher An- 
teil), bezogen auf getrockneten und entfetteten Frischknochen, grob von Gewebe 
befreit. Spalte 2—8: %Anteil, bezogen auf getrockneten formamidunléslichen 
Riickstand. Spalte 9—11: molares VerhAltnis. 























Un- 

lésli- 

cher % 

An- 

teil . 

o, | Ca | Mg| Fe | Si | PO,|CO,| F |] Ca| PO,| CO, 
Kalb 
Diaphyse 58 | 36,1 | 0,53 | 0,003 | 0,026 | 51,5 | 5,1 | 0,002 || 1,0 | 0,60 | 0,095 
Epiphyse 27 | 36,1 | 0,59 | 0,007 | 0,025 | 51,5 | 4,2 | 0,004 || 1,0 | 0,60 | 0,08 
Spongiosa 20 | 36,0 | 0,53 | 0,032 — | 51,2 | 5,2 | 0,006 || 1,0 | 0,60 | 0,10 
Rind 
Diaphyse 60 | 36,1 | 0,51 | 0,003 | 0,025 | 51,2 | 4,6 | 0,007 || 1,0 | 0,60 | 0,09 
Epiphyse 20 | 35,6 | 0,34 | 0,025 | 0,021 | 51,0 | 4,8 | 0,004 || 1,0 | 0,60 | 0,09 
Spongiosa 29 | 36,0 | 0,59 | 0,026 | 0,020 | 51,2 | 4,8 | 0,020 || 1,0 | 0,60 | 0,09 
Knochen 
prapariert 
nach ]. ¢.?, 
Literatur- 
werte 38,1 49,8 | 5,6 1,0 | 0,55 | 0,10 





























Die réntgenographische Untersuchung* zeigte nur die fiir Hydroxy]- 
apatit charakteristischen Interferenzmaxima, jedoch weniger differenziert 
als beim synthetischen Material, wie es fiir ein sehr feinkérniges Material 
zu erwarten ist. 


* Wir danken Herrn Dr. Bruckmann (Silikose-Forschungsinstitut, Bochum) 
fiir die Aufnahmen. 

20 St. Brunauer, P. H. Emmett u. E. Teller, J. Amer. chem. Soc. 60, 309 
[1938]; L. Miller, Beitr. Silikoseforsch. Heft 16, 19 [1952]; W. Stéber,' Kolloid-Z. 
145, 17 [1956]. 

21M. Falkenheim, W.F. Neuman u. H.C. Hodge, J. biol. Chemistry 
169, 713 [1947]; M. L. Manly u.S. R. Levy, J. Amer. chem. Soc. 61, 2588 [1939]. 

































Anorg. Knochensubstanz nach Formamid-AufschluB Bd. 320 (1960) 

Die Untersuchungen iiber weitere physikalische Eigenschaften der 
formamidpriiparierten Knochensubstanz sowie tiber das Verhalten in 
vivo als Knochenersatzmaterial sind in Gemeinschaft mit Physikern und 
Medizinern aufgegriffen worden. 


Herrn Professor Dr. K. Thomas danken wir fiir sein forderndes Interesse, 
Herrn J. Fitzek und Herrn H. Flachsbart fir die Ausfiihrung eines Teiles der \ 
Analysen, der Bergbauberufsgenossenschaft fiir finanzielle Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


Durch Erhitzen von Knochen mit wasserfreiem Formamid auf 135° 
wird deren anorganisches Geriist gewonnen: Das molare Verhiiltnis von 
Ca:PO, entspricht exakt dem des Hydroxylapatits Ca, (PO,),(OH)s, die 
anderen Ionen liegen in iiblicher GréBenordnung vor, Silicium und Eisen 


wurden erstmalig bestimmt. Die anorganische Knochensubstanz ist spe- 7 
zifisch etwas leichter als der synthetische Hydroxylapatit, ihre Ober- 
fliche nach der BET-Methode (Argon) betrigt 118 m?/g Spongiosa- - 
material (d = 2,72), bzw. 100 m?%/g Corticalis der Rinderdiaphyse 8° 
(d = 2,93). ist 
’ nic 
Summary an 
The inorganic skeleton of bone, obtained by heating the bone with dei 
anhydrous formamide at 135°, had the same molar ratio of Ca:P as kle 
hydroxy-apatite, Ca, 9(PO,),(OH),. The other ions were present in the 
usual amounts; silicon and iron were also determined. Inorganic bone wil 
substance has a lower specific gravity than synthetic hydroxy-apatite. all 
The spongiosa and corticalis of the diaphysis (bovine) have surface areas opt 
of 118 m?/g. and 100 m2/g. and densities of 2.72 and 2.93, respectively. rea 
Dr. rer. nat. Hermann Stegemann, Institut fiir Biochemie der Biologischen Da: 


Bundesanstalt, Hann. Miinden, Géttinger StraBe. 


han 
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Weiterentwicklung der zellphysiologischen Methoden 
\Verbindung von Manometrie und optischer Milchséurebestimmung 
Von 
Otto Warburg, Karlfried Gawehn und A. W. Geissler 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1960) 


Wenn bei der Manometrie von Kérperzellen Stoffwechselwerte wie 
zum Beispiel 


Go, = —5 Qrto, = +5 


gefunden werden, so ist die aerobe Girung = 0, falls das y der Atmung 
= ] ist, aber gréRer als 0, falls das y der Atmung numerisch kleiner als | 
ist. Da man nun bei der Manometrie nur die gesamte Kohlensiure, aber 
nicht die Atmungskohlensiure erhilt, so bleibt bei der Messung der 
aeroben Garung eine Unsicherheit, die bei den groBen aeroben Giirungen 
der Krebszellen bedeutungslos ist, aber wesentlich werden kann, wenn 
kleine aerobe Garungen zur Diskussion stehen. 

Um in solchen Fallen jede Unsicherheit zu eliminieren, verbinden 
wir die Manometrie mit einer chemischen Milchsiurebestimmung, die 
alle andern Milchsiurebestimmungen an Spezifitat iibertrifft — der 
optischen Milchsdiurebestimmung durch die Umkehrung der Garungs- 
reaktion 

Brenztraubensiure + DPNH, = Milchsiure + DPN 


Das Gleichgewicht dieser Girungsreaktion 
Brenztraubensiure x DPNH, 7 


Milchsaure x DPN 
hingt vom pu-Wert ab und hat bei 20° folgende Werte: 


9,6 





pH | 7,4 | 8,9 





K | 6,0 10-5 

Hiernach liegt bei pu 7,4 das Gleichgewicht soweit zugunsten der 
Brenztraubensiure-Reduktion — die die physiologische Girungsreak- 
tion ist —, daB man die Riickreaktion, die Oxydation der Milchsaure, 
nicht zur Bestimmung der Milchsiure benutzen kann. Bei px9,6 jedoch, 
wobei DPN nicht geschidigt wurde, ist das Gleichgewicht bereits soweit 
zugunsten der Reaktion von rechts nach links verschoben, da man 
Milchsiure zur Hialfte oxydieren kann, wenn man das Verhiltnis 


4,2-10°3 3,3 + 10-2 
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DPNH,: DPN gleich 1:30 macht — wovon man sich durch Einsetzen in 
die obige Gleichung des Gleichgewichts iiberzeuge. 

Die absoluten Milchsiiurekonzentrationen bei der optischen Be- 
stimmung sind dann durch die Forderung gegeben, daB bei 340 my 
auf dem Lichtweg 1 cm im Gleichgewicht J,/I etwa 2 sein soll. Dann 
sind die Konzentrationen des DPNH, oder der Brenztraubensaure im 
Gleichgewicht durch die Beziehung gegeben 


InIo/I _ 0,7 [ # Mol 
14 £14] cm? 














wo die Zahl 14 — die methodisch wichtigste Zahl der Biochemie — der 
Absorptionskoeffizient 6 des DPNH, bei 340 my ist. 

Die Grundlagen der Methode findet man in den folgenden Verdffent- 
lichungen unseres Instituts: 


1. Entdeckung der reduzierenden Reaktion der Milchsduregirung!. 
2. Endgiiltige Bestimmung der Héhe der Bande des DPNH, bei 


340 mu B= 14 cm?/uMol, das ist der Wert, mit dem heute alle Biochemi- 
ker rechnen?. 


3. Erste Messung des Gleichgewichts der Reduktions-Reaktion der 
Milchsiuregiirung und Entdeckung der Verschiebung des Gleichgewichts 
durch Anderung der Wasserstoffionen-Konzentration?. 

Die Anwendung der Methode gab zunichst unbefriedigende Resul- 
tate, wenn die Zellen in Serum suspendiert waren. Serum aber, not- 
wendig als Suspensionsfliissigkeit fiir Kérperzellen, enthalt wechselnde 
und so groBe Mengen Brenztraubensiure, daB die optischen Ausschlage 
fiir eine gegebene Milchsiiuremenge wesentlich verkleinert werden, wie 
es die Formel des Gleichgewichts verlangt. Die optische Milchséiure- 
bestimmung war also fiir unsere Zwecke nur dann anwendbar, wenn es 
gelang, vor der Bestimmung die Brenztraubensaure zu entfernen. 

Die folgende Methode hat sich bewahrt. Nach EnteiweiBung mit 
Perchlorat stellen wir mit Carbonat-Hydrogencarbonat# auf px 9,6 ein, 
oxydieren dann die Brenztraubensiure mit Wasserstoffperoxyd und zer- 
stéren das iiberschiissige Wasserstoffperoxyd mit Katalase. Erst dann 
setzen wir das DPN zu. 


Vorschrift 


Eine Suspension von Kérperzellen in Serum, z. B. von Leukocyten in Serum, 
wird zu Beginn und am Ende einer manometrischen Stoffwechselmessung zentri- 
fugiert, das Zentrifugat wird mit */,, Vol. 35proz. HClO,-Lésung enteiweiBt. 








1 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 286, 81 [1936]. 

2 E. Haas, Biochem. Z. 291, 79 [1937]. 

3 F. Kubowitz u. P. Ott, Biochem. Z. 814, 94 [1944]. 

4 0. Warburg u. G. Krippahl, Z. Naturforsch. 15b, 364 [1960]. 
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0,2 cm’ der enteiweiBten Lésung, die ungefahr 0,3 ~Mol L-Milchsaure ent- 

halten soll. Die Anfangskonzentration der Milchsdiure betragt dann 
0,1 4 Mol/cm?. 

+ 2,3 cm? Im Carbonat-Hydrogencarbonat 1:1, pH9,6. 

+ 0,1 cm? 0,05m H,O, = 5 uMol. 15 Min. stehen lassen. Dann 

+ 0,1 cm? = 20 y Katalase (Bohringer). 15 Min. stehen lassen. Dann 

+ 0,2 cm? DPN-Lésung = 4,56 uMol. Die Anfangskonzentration des DPN ist 
dann = 1,52 uMol/cm’. 

+ 0,07 cm* Wasser 

S 2,97 cm’. Die Reaktion wird durch 0,03 cm* = 150 y Milchsiuredehydrogenase 
(Bohringer) in Gang gesetzt. 

War die Anfangskonzentration der Milchsiure = 0,1] ~Mol/cm‘, so war fiir 
1 cm Licutweg bei 340 mu I,/J = 2,06; In I,/I = 0,72 

C Prenztraubensiure = C DPNH, = 0,72:14 = 0,051 uMol/cm'. 
Es war also die Halfte der Milchsiure zu Brenztraubensaure oxydiert worden. 

Im allgemeinen ist eine Berechnung des DPNH, nicht notwendig, sondern 
man ermittelt diejenige Menge an u-Milchséure, die bei Zusatz zum Test den 
gleichen Extinktionsanstieg erzeugt, wie die zu bestimmende Lésung. 

Zum Beispiel fanden wir die aerobe Garung in Parallelversuchen mit der 
manometrischen und optischen Milchséurebestimmung : 

















Veresinediion Manometrisch Optisch 
Qo, QF OF 
Hiithner-Leukocyten in Serum. ....... — 7,0 + 2,0 + 1,5 
— 6,9 +1,4 + 1,4 
— 7,3 0 + 0,4 
— 5,9 0 0 
Ratten-Leukocyten inSerum ........ — 3,7 +1 + 0,3 
Embyonale Hihnerzellen nach 2-tagiger in-vitro- ; — 
Kultur in L. Y.-Medium + Kalberserum . . — 3,5 + 38,2 + 36 
GORRCRDMEMR NS iis: al Ses Gren SaGmeerkr's — 6,0 + 20,6 + 18,9 
Zusammenfassung 


Milchsaéure kann in Serum mit Hilfe von Milchsiure-Dehydrogenase 
optisch bei 340 my bestimmt werden, wenn man vorher die Brenztrauben- 
siure entfernt, wozu Wasserstoffperoxyd geeignet ist. 


Summary 


Lactic acid in serum can be determined optically at 340 mu with 
the help of lactic acid dehydrogenase, after destruction of pyruvic 
acid ; hydrogen peroxide is suitable for this purpose. 


Professor Dr. Otto Warburg, Max-Planck- Institut fiir Zellphysiologie, Berlin- 
Dahlem, GarystraBe 32. 
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Sind auf der Enzymoberflache das Aktivitats- und das 
Bindungszentrum fiir das Substrat raumlich voneinander 
getrennt ? 
Von 
S. Nakamura und K. Takeo 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Yamaguchi Medizinischen Hochschule, Ube, Japan 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Dezember 1959) 


Die prosthetische Gruppe eines Enzyms bestimmt seine Wirkungsspezifitat, 
sein Proteinanteil die Substratspezifitét. Man nimmt an, da8 auch Enzyme, die 
ausschlieBlich aus Eiwei8 bestehen, eine aktive Wirkungsgruppe besitzen, welche 
durch Hauptvalenzen gebunden und nicht dissoziierbar ist!. Obwohl es theoretisch 
méglich zu sein scheint, da8 Enzyme neben dem Aktivitaétszentrum ein riumlich 
davon getrenntes Bindungszentrum fiir das Substrat besitzen?, lieBen sich die beiden 
Zentren bisher experimentell noch nicht voneinander unterscheiden. Nur beim 
Chymotrypsin konnte auf Grund thermodynamischer Messungen auf das Vor- 
handensein beider Zentren geschlossen werden*. Heute lassen sich mit dem Kreu- 
zungsverfahren* bei der Papierelektrophorese die genannten Probleme niaher 
untersuchen. 

Wir konnten zeigen, da8 Trypsin, Chymotrypsin und Ribonuclease mit dem 
Substrat unmittelbar zum Enzym-Substrat-Komplex zusammentreten‘, und gleiches 
gilt fiir Pepsin, Papain, Arginase, Amylase usw.°. 

Trypsinogen und Chymotrypsinogen werden durch Abspaltung eines Oligo- 
peptids unter der katalytischen Wirkung von Trypsin aktiviert. Wenn im Trypsin 
oder Chymotrypsin Aktivitats- und Bindungszentrum raumlich voneinander ge- 
trennt sind, so ist es denkbar, da8 das bei der Aktivierung abspaltbare Oligopeptid 
im Zymogen an eines dieser beiden Zentren gebunden ist. Ist es ans Aktivitats- 
zentrum gebunden, das Bindungszentrum aber frei, dann sollte das Substrat auch 
mit dem Zymogen einen Enzym-Substrat-Komplex bilden kénnen. Die Abbildung 
zeigt, daB dies auch der Fall ist: Die Substratlinie zeigt Vertiefungen an den 
Kreuzungspunkten mit Trypsin, Trypsinogen, Diisopropylphosphoryl-(DIP-)Tryp- 
sin und Inhibitor-Trypsin-Komplex. 

Die Kreuzungselektrophorese wurde so ausgefiihrt, da8 die Linien der 
parallel zur Feldrichtung aufgetragenen Enzyme bei der Elektrophorese durch die 
Linie des Substrats (hier Benzoylargininamid, BAA, senkrecht zur Feldrichtung) 
hindurchgingen. 

Um zu zeigen, daB fiir den Effekt keine lokalen Stérungen des elektrischen 
Feldes verantwortlich zu machen sind, wurden Farbstoffe, zuweilen auch Amino- 
siuren wie Arginin, Lysin, Glutaminsiure und Asparaginsaure oder Zuckerderivate 


1 Th. Bersin, Kurzes Lehrbuch der Enzymologie, 8. 45, Akademische Ver- 
lagsgesellschaft, Leipzig 1954. 

2 G. Weber, Discuss. Faraday Soc. 20, 156 [1945]. 

3 F. Vaslow u. D. G. Doherty, J. Amer. chem. Soc. 75, 928 [1953]. 

4§. Nakamura u. T. Ueta, Naturwissenschaften 45, 569 [1958]; 8S. Naka- 
mura, T. Hosoda u. T. Ueta, Proc. Japan Academy 84, 742 [1958]; S. Naka- 
mura, K. Takeo, K. Tanaka u. T. Ueta, diese Z. 318, 115 [1960]. 

5 §. Nakamura u. K. Takeo, Nature [London] 184, 638 [1959]. 
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Y; : Yo | Y2 Y 


A (+) B 





Elektrophoretische Kreuzung von Benzoylargininamid (BAA) mit Trypsinogen 
(X,Y,), Trypsin (X,Y), Trypsin-Inhibitor-Komplex (X,Y,) und Diisopropy]- 
phosphoryl-(DIP-)Trypsin (X,Y;). 

Auf die Linie AB wurden 0,02 ml einer 0,05m BAA-Lésung/18 cm aufgetragen, bei 
X Yo, X,Y,, X.Y, Trypsin-, Trypsinogen, Trypsin-Inhibitor-Komplex (je 0,02 m/ 
einer 0,25proz. Lésung/10 cm) und bei X,Y, DIP-Trypsin (0,1 proz. und 0,005 ml 
pro 10 cm), bei CD 0,01 ml einer 0,01 proz. Fluorescein-Lésung/18 cm. 
Phosphatpuffer vom px 7,0 und Ionenstarke 0,2. Nach Elektrophorese von 240 Min. 
bei 120 V und 0° wurde das Papier bei 110° getrocknet und nach Sakaguchi 
gefarbt. (Die Vertiefung der BAA-Linie an der Kreuzung mit Trypsin (X,Y,) ist 
am groBten. Dies beruht darauf, daB BAA durch Trypsin langsam gespalten wurde 
und da8 das Spaltprodukt Benzoylarginin langsamer als BAA wandert.) 


wie Glucuronsaure oder Glucosamin mit dem Substrat oder auf einer parallel dazu 
liegenden Linie aufgebracht. Passend gewahlte Kontrollsubstanzen erzeugten keine 
Verzégerung beim Hindurchgehen durch die Enzymlinie. Andererseits zeigt die 
Linie des Fluoresceins, das als Kontrolle dient, nur eine Vertiefung an der Kreuzung 
mit DIP-Trypsin. Aber diese Vertiefung beruht nicht auf einer lokalen Stérung des 
elektrischen Feldes; denn die Vertiefung hat nicht die gleiche Richtung wie die an 
der Substratlinie. Es handelt sich hier wohl um eine unspezifische Bindung. Auch 
die Viskositat ist dabei nicht mit im Spiele, weil sie bei der DIP-Trypsin-Lésung 
nicht viel verschieden zu sein schien von der der anderen Enzymlésungen. Die 
Vertiefungen der Substratlinie an den Kreuzungspunkten mit den Enzymen be- 
ruhen auf den unmittelbaren Wechselwirkungen von BAA mit den letzteren. Die 
inaktivierten Enzyme und das Zymogen reagieren also mit dem Substrat und 
bilden Enzym-Substrat-Komplexe; das Bindungszentrum ist demnach beim Tryp- 
sinogen, DIP-Trypsin und Inhibitor-Trypsin-Komplex frei. 

Die gleichen Resultate wurden auch mit Chymotrypsinogen und DIP-Chymo- 
trypsin gewonnen, wobei Proteine und Peptide als Substrate dienten. Pepsinogen 
bindet sich auch an f-Lactoglobulin, ebenso Pepsin. Bei Papain reagierte Benzoy]- 
argininamid nicht nur mit aktivem, sondern auch mit Quecksilber- und p-Chlor- 
mercuri-benzoat-Papain. Von Enzymen, die zur Aktivierung Metallionen brauchen, 
konnten wir eine Wechselwirkung von Arginase mit Arginin auch in Gegenwart 
von Athylendiamin-tetraessigsiure, also bei Entzug der Metallionen beobachten, 
wenn die Arginase nicht zu lange mit dem Komplexbildner in Berithrung war. 

Weiterhin kénnen wir vorlaufig angeben, da8 die durch Ag®-Ionen inaktivierte 
Urease sich auch noch mit Harnstoff verbindet, falls die Inaktivierung nicht lange 
bestanden hat. Uber die genannten Versuche werden wir spater berichten. 
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Die Tatsache, daB alle bisher untersuchten Enzyme sich unabhangig von 
ihren Aktivitatszustinden mit ihren Substraten verbinden, la8t darauf schlieBen, 
daB bei Enzymen im allgemeinen Aktivitaétszentrum und Bindungszentrum réumlich 
voneinander getrennt sind. 


Zusammenfassung 


Mit der Kreuzungselektrophorese konnte gezeigt werden, daB sich Zymogene 
und gehemmte Enzyme ebenso wie die aktiven Enzyme mit dem Substrat ver- 
binden. Daraus wird geschlossen, da8 Bindungs- und Wirkungszentrum auf der 
Enzymoberflache réumlich voneinander getrennt sind. 


Summary 


It has been shown by crossing paper electrophoresis, that zymogens and 
inhibited enzymes, as well as active enzymes, combine with the substrate. From 
this, it is concluded that the point of attachment and the active centre are separate 
on the enzyme surface. 


Prof. Dr. S. Nakamura, Institut f. Med. Chemie, Yamaguchi Med. Hochschule, 
Ube, Japan. 
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Eine Partialformel der a-Kette der Hauptkomponente 


des adulten menschlichen Hamoglobins 
Von 
Gerhard Braunitzer, Victor Rudloff, Kurt Hilse, Brigitte Liebold und Renate Miiller 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. September 1960) 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber die Isolierung, qualitative 
und quantitative Charakterisierung sowie Zuordnung der tryptischen 
Peptide des adulten normalen Humanhaimoglobins zu den einzelnen 
Peptidketten!-*: Die Versuche wurden weitergefiihrt und vervollstandigt. 
Zugleich haben wir die «-Kette systematisch aus den tryptischen Spalt- 
produkten zusammengestellt und durch Sequenzanalyse erginzt. Uber 
die Lage von 5 tryptischen Peptiden und die Sequenz der ersten 40 Amino- 
siuren haben wir bereits berichtet®. Es gelang nun, simtliche tryptischen 
Peptide zuzuordnen. Wir legen eine erste Partialformel der «-Ketite vor, 

In Weiterfiihrung friiherer Versuche wurden simtliche Spaltpro- 
dukte der «-Kette isoliert. 12 Peptide der «-Kette haben wir bereits 
charakterisiert: eines hiervon (HT,.) konnte als dimeres, bestehend 
aus den Peptiden HT,, und HT,,5, nachgewiesen werden‘. Inzwischen 
konnten wir die beiden restlichen Peptide HT,,, und HT,,, isolieren 
und qualitativ wie quantitativ charakterisieren. Am Peptid HT,,, wurde 
auch die Sequenzanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sind in der Tabelle zusammengefaBt. 


Weiterhin wurde die relative Lage der isolierten Spaltprodukte 
bestimmt. Durch systematische Weiterfiihrung gelang die Zuordnung 
simtlicher Spaltprodukte der «-Kette: Sie erfolgte, wie friiher beschrie- 
ben, durch wechselseitige Spaltung tryptischer Peptide mit Pepsin und 
peptischer Peptide mit Trypsin® 7. Die Sequenz der tryptischen Peptide 
der «-Kette lautet: 


HT yy9- HT, ,— HT yg— HT ,39— HT yg— HT y9— HT y3— HT,3-HTy3;—- HT yg- HT .33— HT, 34- HT y7- 


1 B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 815, 271 [1959]. 

2 B. Liebold, K. Hilse, K.Simon u. G. Braunitzer, diese Z. 815, 278 
[1959]. 

3 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 603 [1959]. 

4 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 604 [1959 ]. 

5 G. Braunitzer, B. Liebold, R. Miller u. V. Rudloff, diese Z. 320, 170 
[1960]. 

6 N. Hilschmann u. G. Braunitzer, diese Z. 317, 285 [1959]. 
7 G. Braunitzer, N. Hilschmann u. R. Miiller, diese Z. 318, 284 [1960]. 
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(Geriit der Beckman Instruments, Fullerton, USA). Nach unsere) 
Untersuchungen sind die Bruttoformeln von 12 der 13 Peptide als 
gesichert anzusehen. Die Reinigung des Core-Peptides HTy,4, das 
durch isoelektrische Fillung gewonnen wird, Leucin als N-terminale 
Gruppe’, ferner Cystein und Histidin enthialt, bereitete Schwierigkeiten. 
Die hier wiedergegebene Bruttoformel halten wir fiir die wahrschein- 
lichste. Wir behalten uns jedoch noch eine — jedoch nur geringfiigige - 
Korrektur vor. Hieraus folgt, dab die angegebene Formel bis Sequenz 100 
(Leucin, die N-terminale Gruppe des Core-Peptides) giiltig ist. Die 
Sicherung der Bruttoformel des Peptides HT,,, soll auf anderem Wege 
erfolgen. 

Bei Pferdehimoglobin ist die Isolierung und die Reinigung des Core- 
Peptides der «-Kette einfacher*: Die Analysen dieses Peptides stiitzen 
die Ergebnisse am Humanglobin. 

Die hier vorgelegten Bruttoformeln der Peptide stehen im Einklang 
mit unseren friiheren Analysen. Bei einigen Peptiden erwiesen sich fiir 
die einzelnen Werte Korrekturen als notwendig. Die vor kurzem von 
Hill und Konigsberg" mitgeteilten Analysen decken sich mit unseren 
Ergebnissen. 

Die erfolgte Zuordnung der Peptide erlaubt, simtliche bisherigen 
Befunde der «-Kette zu deuten. Die N-terminale Sequenz der «-Kette 
lautet Val-Leu!*. Durch Edmanschen Abbau konnte die Position der 
ersten 6 Aminosiiuren ermittelt werden!*, in guter Ubereinstimmung 
mit diesen Ergebnissen und unseren friiheren Befunden®. Der homologe 
Aufbau von 31 Aminosiuren der /-Kette stiitzt weiterhin die hier auf- 
gestellte Formel’. 

Die Bestimmung der C-terminalen Lage der «-Kette bereitete ur- 
spriinglich Schwierigkeiten. Nach 20stdg. tryptischer Spaltung konnte 
ein Lysyl- und Arginyl-freies Peptid erhalten werden, ,,iiber dessen 
Position jedoch nichts ausgesagt werden kann‘. Nach kiirzerer Ein- 
wirkung des Ferments konnte jedoch dieses Spaltprodukt nicht erfaBt 
werden. Mit Hydrazinolyse konnte an der a-Kette keine proteinogene 
Aminosiure erhalten, mit Carboxypeptidase A keine Aminosaure ab- 
gespalten werden’. Inzwischen isolierten wir jedoch ein peptisches Peptid 
mit der Konstitution Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg. Das entsprechende trypti- 
sche Peptid Tyr-Arg haben wir bereits beschrieben® *. Nach Isolierung 
des peptischen Peptids und Entdeckung des homologen Aufbaus® und 
aus dem Befund, daf} die C-terminale Sequenz der f-Kette -Lys-Tyr-His 








* Herrn Professor Genji Matsuda danken wir fiir die Durchfiihrung dieser 
Versuche. 

11: R, J. Hill u. W. Konigsberg, J. biol. Chemistry 285, PC 21 [1960]. 

122 H. Brown, Arch. Biochem. Biophysics 61, 241 [1956]; H. S. Rhinesmith, 
W. A. Schroeder u. L. Pauling, J. Amer. chem. Soc. 79, 609, 4682 [1957]; 
G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]. 
13 W. A. Schroeder, in L. Zechmeister, Fortschritte der Chemie Orga- 
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lautet*-+7, war wahrscheinlich, dafi das Peptid Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg als 
homologe Sequenz vom C-terminalen Ende der «-Kette stammt. Die 
C-terminale Position des Arginins konnten wir durch Hydrazinolyse 
sichern, indem wir Ornithin, das als Zersetzungsprodukt des Arginins 
entsteht', im Globin und in der «-Kette nachweisen konnten. Die hier 
gefundene C-terminale Sequenz steht in guter Ubereinstimmung mit 
Versuchen an der a-Kette mit Carboxypeptidase B, woraus auf die 
Sequenz Ser-Lys-Tyr-Arg geschlossen wurde!®. 

Die Aminosiureanalyse ergibt 11 Lysyl- und 3 Arginylreste*. Es 
sind daher maximal 15 primiire Spaltprodukte nach Einwirkung mit 
Trypsin zu erwarten: Die Tatsache, dab 1 Peptid 2 Lysylreste enthalt 
und ein tryptisches Peptid selbst C-terminal vorliegt, steht in guter 
Ubereinstimmung mit der Isolierung von nur 13 Spaltprodukten. Die 
Analyse der «-Kette ergibt ferner eine befriedigende Ubereinstimmung 
hinsichtlich der Zahl und Art der Aminosiuren, wie sie aus den Spalt- 
produkten durch Summation der Peptide erhalten wird. 


Die hier angegebene Partialformel erlaubt einen ersten Einblick in 
die Konstitution der «-Kette. Auf 2 Punkte sei an dieser Stelle hin- 
gewiesen: Die Sequenz 56—61 lautet -Lys-Gly-His-Gly-Lys-Lys. Mit 
anderen Worten: 4 von 6 Aminosiuren sind basisch. Es ist bekannt, 
da die Stabilisierung des Molekiils der Haimoglobine nicht durch eine 
kovalente Bindung erfolgt, da keine SS-Briicken nachweisbar sind’*. 
Die Stabilisierung erfolgt vielmehr durch H-Briicken der Tertiar- und 
Sekundarstruktur und durch Salzbindung. Wahrscheinlich ist das Vor- 
liegen eines basischen Zentrums durch die Anhiufung von 4 basischen 
Resten zur Stabilisierung des Molekiils von Bedeutung. Als zweites kann 
man heute bereits mit gewisser Wahrscheinlichkeit Aussagen iiber die 
Lage des Hiims machen. Die Lage des Cysteins und die Anhaufung von 
Histidinresten liBt vermuten, daB die Fixierung der prosthetischen 
Gruppe im letzten Drittel des Molekiils erfolgt. 

Zum AbschluB méchten wir auf eine Arbeit von Murayama hin- 
weisen, der fand, daB im Humanhimoglobin J der spezifische Austausch 
einer Aminosdure in der «-Kette erfolgt!”. Bei Hamoglobin J wird in 
der «-Kette ein neues Tryptophanpeptid erhalten. Aus unseren Befunden 
ergibt sich durch Vergleich der dort angegebenen Aminosiuren-Zusam- 


nischer Naturstoffe, Band XVII, 8S. 322, und zwar S. 363, Springer-Verlag, Wien 
1959; J. R. Shelton u. W. A. Schroeder, J. Amer. chem. Soc. 82, 3342 [1960]. 

4 §. Akabori, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 26, 214 [1952]; 
C. I. Niu u. H. Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. Soc. 77, 5882 [1955]; G. Brau- 
nitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

18 G. Giudotti, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 42, 177 [1960]. 

16 V. M. Ingram, Biochem. J. 59, 653 [1955]; R. E. Benesch, H. A. Lardy 
u. R. Benesch, J. biol. Chemistry 216, 663 [1955]; R. D. Cole, W. H. Stein u. 
8. Moore, J. biol. Chemistry 288, 1359 [1958]. 

17 M. Murayama, Federation Proc. 19, 78 [1960]; vgl. V.M. Ingram, 
Nature [London] 183, 1795 [1959]; M. Murayama, ebenda 188, 1798 [1959]. 
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mensetzung, daB dieses Peptid in der Position 12—31 steht und daB cer 
Austausch eines Lysylrestes durch Asparaginsiiure in Position 16 er- 
folgte. In der £-Kette findet bei pathologischen Hamoglobinen (Sichel- 
zellenaniimie usw.) der spezifische, genetisch determinierte Austausch 
in der 6., 7. und 26. Aminosiiure statt?. Es ist bemerkenswert, daB der 
Austausch einer Aminosiiure bei simtlichen bisher untersuchten Himo- 
globinen sowohl in der «- als auch in der f-Kette in der Nihe des N- 
terminalen Endes der Ketten erfolgte. 


Die hier angegebene Formel enthilt die Sequenzen von 10 der 13 
tryptischen Peptide, fernerhin die Zuordnung siimtlicher Spaltprodukte. 
Hiermit ist die Konstitutionsermittlung der a-Kette — methodisch 
gesehen — im Prinzip abgeschlossen. Die restlichen drei, noch zu analy- 
sierenden Peptide enthalten noch annihernd die Halfte der Sequenzen 
der «-Kette. 


Die Durchfiihrung dieser Arbeiten war nur durch groBziigige ideelle und 
materielle Unterstiitzung und Férderung méglich. Hierfiir sind wir Herrn Professor 
Dr. A. Butenandt sehr zu Dank verpflichtet. Die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft hat uns durch Sachbeihilfen ein groBziigiges Arbeiten erméglicht. 
Fraulein B. Schrank, Fraulein K. Haselhorst und Herrn S. Silz danken wir 
sehr fiir ihre wertvolle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 
Durch wechselseitige fermentative Spaltung konnten die 13 trypti- 


schen Peptide der ~-Kette der Hauptkomponente des adulten mensch- 
lichen Himoglobins zugeordnet werden. Aus diesen und friiheren Er- 
gebnissen wird eine Partialformel der «-Kette aufgestellt. 


Summary 


By peptic cleavage of tryptic peptides and vica versa the positions 
of the 13 tryptic peptides of the «-chain of the main component of adult 
human hemoglobin were located. With the help of these and earlier 
results a partial formula of the «-chain is proposed. 


Berichtigung 


In der vorangegangenen Arbeit iiber den homologen Aufbau der Peptidketten 
im Humanhamoglobin A, 1. c.°, ist auf S. 171 in der «-Kette an 29. Stelle statt 
-Ser- zu lesen -Leu-. 


Dr. Gerhard Braunitzer, Max-Planck- Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
GoethestraBe 31. 
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